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Abstract
Le virus de l’immunodéficience humaine de type 2 (VIH-2) est un rétrovirus
causant le SIDA. A la différence du VIH-1, la progression de la maladie est
en moyenne plus lente chez les patients infectés et bon nombre d’entre eux
contrôlent le virus sans intervention thérapeutique. Une réponse immunitaire
plus efficace et des différences dans le cycle de réplication peuvent expliquer
le meilleur contrôle de l’infection : le VIH-2 est considéré comme un modèle
humain d’infection VIH atténuée, ouvrant de nouvelles pistes de recherche dans
le combat contre le VIH-1. Nous nous sommes intéressés dans ce travail de thèse
à la protéine Env, qui notamment permet l’entrée du virus dans la cellule et offre
de nombreux épitopes ciblés par des anticorps neutralisants. A la surface du
virus, Env forme des complexes composés de glycoprotéines de surface (gpSU)
et de glycoprotéines transmembranaires (gpTM). Lorsqu’on cultive des souches
VIH-2 de référence, isolé...
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Résumé                                                                                                                                                                                                               
Le virus de l’immunodéficience humaine de type 2 (VIH-2) est un rétrovirus causant le SIDA. A 
la différence du VIH-1, la progression de la maladie est en moyenne plus lente chez les patients 
infectés et bon nombre d’entre eux contrôlent le virus sans intervention thérapeutique. Une 
réponse immunitaire plus efficace et des différences dans le cycle de réplication peuvent 
expliquer le meilleur contrôle de l’infection : le VIH-2 est considéré comme un modèle humain 
d’infection VIH atténuée, ouvrant de nouvelles pistes de recherche dans le combat contre le 
VIH-1. Nous nous sommes intéressés dans ce travail de thèse à la protéine Env, qui notamment 
permet l’entrée du virus dans la cellule et offre de nombreux épitopes ciblés par des anticorps 
neutralisants. A la surface du virus, Env forme des complexes composés de glycoprotéines de 
surface (gpSU) et de glycoprotéines transmembranaires (gpTM). Lorsqu’on cultive des 
souches VIH-2 de référence, isolées ou clonées à partir d’échantillons cliniques, Env réduit 
spontanément sa taille de 15% suite à la sélection du codon stop prématuré. Ce phénomène 
est observé dans diverses lignées cellulaires tant pour des souches VIH-2 du groupe A que du 
groupe B. La gpTM perd dès lors 109 acides aminés (souche ROD) dans sa région interne, aussi 
appelée queue cytoplasmique (CT, cytoplasmic tail).Lorsqu’on séquence le matériel génétique 
du virus retrouvé chez des patients, tant l’ARN plasmatique que l’ADN proviral présent dans 
les PBMC encode une protéine Env complète : la CT a une taille constante à l’exception 
d’insertions au niveau de la région correspondant au LLP-2 (lentiviral lytic peptide 2). La 
mutagenèse dirigée d’un clone infectieux VIH-2 ROD nous a permis d’investiguer l’effet de 
raccourcissements et de diverses substitutions au sein de la CT sur la réplication virale. La 
sélection in vitro d’une souche ayant une CT tronquée s’explique par une augmentation de sa 
capacité d’entrée de 20 fois comparativement à la souche sauvage.  Cependant, cet avantage 
initial dans le cycle réplicatif est accompagné d’une plus grande cytopathogénicité qui limite 
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sa production virale ultérieure. Cette excellente capacité réplicative à court terme se perd 
lorsqu’on ajoute ou enlève quelques acides aminés à la gpTM tronquée, suggérant 
l’importance structurale de la zone hydrophobe constituant l’extrémité C-terminale de la CT 
tronquée. De plus, des analyses par cytométrie en flux et par Western Blot ont montré que 
cette souche exprime une plus grande quantité d’antigène Env à la surface des cellules 
infectées et sur son virion. Au contraire, la souche ayant une CT complète montre une 
cytopathogénicité moindre et exprime moins d’antigène à sa surface, ce qui pourrait expliquer 
son maintien in vivo par une diminution de l’exposition à la réponse immunitaire. La 
localisation cellulaire différenciée des mutants étudiés souligne l’importance des interactions 
de la CT avec diverses protéines cellulaires, et permettra d’investiguer leur rôle dans les 

























































1.1 VIH et généralités  
1.1.1 Historique du VIH  
1.1.1.1 VIH : la découverte    
C’est en juin 1981 que le Center for Disease Control and Prevention (CDC) américain décrit 
pour la première fois des infections rares du poumon par le mycète Pneumocystis jiroveci chez 
5 jeunes hommes homosexuels (1 ; 2). Ces infections sont accompagnées chez ces jeunes 
hommes d’autres maladies opportunistes comme le sarcome de Kaposi que l’on trouve 
généralement chez des patients avec un système immunitaire déficient (3). Plusieurs cas 
similaires d’immunodéficience seront rapportés durant les mois suivants et, en septembre 
1982,  les mots « syndrome d’immunodéficience acquise » (SIDA) apparaissent pour la 
première fois dans les rapports du CDC pour qualifier ces immunodéficiences (2). Le SIDA sera 
défini à l’époque comme un défaut dans le système immunitaire entraînant l’apparition de 
maladies opportunistes, mais dont les causes restent inconnues (2). C’est le 20 mai 1983 que 
l’agent responsable du SIDA est découvert à l’Institut Pasteur (4). Cet agent est un virus de la 
famille des Retroviridae appelé à l’époque Lymphadenopathy Associated Virus (LAV) et 
renommé plus tard Virus de l’Immunodéficience Humaine de type 1 (VIH-1 ; 5).        
1.1.1.2 VIH : la recherche après la découverte  
Après la découverte de l’agent infectieux du SIDA, l’objectif des chercheurs était de trouver 
des substances ayant un effet antiviral et un vaccin. A partir de 1984, on met en évidence les 
effets antirétroviraux de la zidovudine (AZT ; 6). Cette molécule était déjà connue depuis 1974 
comme efficace contre un rétrovirus de souris (7). Devant l’urgence de traiter les patients avec 
le VIH-1, l’administration américaine a accepté l’utilisation de l’AZT en 1987 malgré le fait que 
cette molécule ait été jugée trop toxique avant la découverte du VIH-1 (8). Durant les années 
qui suivent, plusieurs molécules antirétrovirales comme le 3TC (lamivudine) ont été 
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découvertes (9). En 1996, les trithérapies, c’est-à-dire une combinaison de trois médicaments, 
sont utilisées contre le VIH-1. Ces trithérapies sont plus efficaces que la monothérapie AZT ou 
la bithérapie AZT/3TC. Cette meilleure efficacité peut s’expliquer par la difficulté du virus à 
devenir résistant à un plus grand nombre de molécules et par un effet synergique de ces 
molécules.   
1.1.1.3 VIH : actuellement   
A ce jour, l’infection du VIH-1 est une pandémie qui infecte environ 40 millions de personnes 
à travers le monde. Ces personnes se trouvent principalement en Afrique subsaharienne (10 ; 
voir point  1.1.1.4). Bien que le nombre de personnes infectées par le VIH-1 soit bien inférieur 
aux nombres de celles infectées par des virus comme ceux de l’hépatite B ou C (HBV, HCV), le 
VIH-1 est de loin le virus le plus étudié et le mieux compris (11 ; analyse Pubmed ; Figure 1). 
On peut expliquer ce constat par le fait que le VIH-1 est encore aujourd’hui un virus incurable, 
qu’il a causé beaucoup de décès et que sa pandémie a éveillé beaucoup d’émotions dans le 
public. Néanmoins, il existe un certain nombre de personnes infectées par le VIH-1 dont la 
maladie ne progresse pas sur le long terme (appelés LTNP, long term nonprogressor ; 12) voir 
même qui sont capables de contrôler la réplication virale comme les Elite controlers (EC ; 13). 
Ces personnes possèdent des avantages génétiques comme des mutations dans certaines 




Figure 1. Nombre d’articles répertoriés Pubmed par virus. La quantité d’articles sur le VIH  est supérieure à 
l’ensemble des articles concernant les autres virus présentés dans ce graphe (pour la recherche le mot HIV a été 
utilisé). HBV= virus de l’hépatite B HVC= virus de l’hépatite C HSV= virus herpès simplex EBV= virus Epstein Barr. 
Pour information, le mot clé VIH-2 représente environ 6% et le VIH-1 99% du mot clé  VIH (environ 5% du mot 
clé VIH correspond à une étude sur les deux virus dans le même article). Cette étude a été réalisée en mai 2014.  
Depuis 30 ans, plusieurs recherches sur un vaccin potentiel ont été effectuées sans grand 
succès. Le problème majeur de la vaccination contre le VIH est que chez un patient, il n’y a pas 
un VIH-1 mais des VIH-1 ou une quasi-espèce de VIH-1. Le virus est très variable à cause d’une 
de ses enzymes : la transcriptase inverse. Il est probable que pour trouver un vaccin efficace 
contre le VIH-1, il faille repenser complètement la vaccinologie traditionnelle (15, 16, 17). 
D’autre part l’éradication médicamenteuse est elle aussi impossible aujourd’hui. Le problème 
de la stratégie du traitement médicamenteux est que le VIH-1, comme tous les rétrovirus, 
s’intègre dans le génome des cellules infectées et qu’il est présent sous forme latente dans 
certaines de ces cellules, qui sont appelées réservoirs (18). Ces cellules réservoirs sont 
présentes dans les tissus du cerveau, des ganglions, le tractus génital et des intestins. Tout 
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cela empêche les médicaments d’éliminer complètement le VIH-1 de l’organisme. La 
possibilité de réactiver les virus latents et de les éliminer complètement, la compréhension 
des mécanismes responsables du contrôle de l’infection des LTNP et des EC constitue avec la 
vaccination un des axes majeurs de la recherche contre le SIDA.        
1.1.1.4 Le VIH-2 et le VIH-1  
En 1986, un autre virus causant le SIDA a été découvert chez des personnes 
immunodéficientes venant d’Afrique de l’Ouest. Il a été nommé LAV-2 puis Virus de 
l’immunodéficience humain de type 2 (VIH-2 ; 19, 20 et 21).   
Le VIH-2 est divisé en 8 groupes (A à H) alors qu‘il y en a 4 pour le VIH-1(M, N, O et P). Un 
groupe chez ces deux virus représente une transmission indépendante du singe à l’homme. 
Les singes dont sont issus les souches transmises à l’homme diffèrent chez ces deux virus. En 
effet, le VIH-1 est proche du virus l’immunodéfience simien du chimpanzé (SIVcpz) et le VIH-2 
est proche du SIV du mangabey (SIVsmm). Seuls les groupes A et B ont réussi à créer une 
épidémie VIH-2 alors que chez le VIH-1 le groupe M est le groupe responsable de la pandémie. 
Le groupe M est lui-même divisé en 11  sous-types (A à K) et en formes recombinantes 




Figure 2. Carte montrant la distribution géographique des différents sous types du groupe M du VIH-1. 
Subtype=sous type. Licence libre accessible sur : 
http://en.wikipedia.org/wiki/Subtypes_of_HIV#mediaviewer/File:HIV-1_subtype_prevalence_in_2002.png. 
ONUSIDA 2002. 
Au contraire du VIH-1, l’infection par le VIH-2 n’a pas pris des proportions pandémiques et 
reste localisée principalement en Afrique de l’Ouest, bien que des personnes infectées soient 
retrouvées presque partout dans le monde (20, 23 et 24). Dans notre laboratoire, nous suivons 
les patients VIH-2 de Belgique et Luxembourg ceux-ci nécessitent un suivi différent des 
patients VIH-1. Cela s’explique par le fait que certaines molécules utilisées contre le VIH-1 ne 
sont pas efficaces contre le VIH-2 comme les Non-nucleoside reverse-transcriptase inhibitors 
(25) et que des techniques virologiques comme la charge virale ou provirale demandent une 
mise au point spécifique au VIH-2.  
La pathogénicité des deux types de VIH est très différente (26). Tout d’abord, les personnes 
infectées par le VIH-2 vivent en moyenne plus longtemps avant d’arriver au stade SIDA (27). 
De plus, il semble que le VIH-2 soit plus difficilement transmissible que le VIH-1 (28). Cela peut 
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être expliqué par une plus faible virémie du VIH-2 dans (27). Cependant, la ou les causes de la 
plus faible virémie du VIH-2, comparativement au VIH-1, reste(nt) encore inconnue(s). 
Néanmoins, plusieurs hypothèses existent comme : un meilleur contrôle immunitaire du VIH-
2, un nombre de site de transcription plus important pour le VIH-1 (21).   
Avec une plus faible virémie et une plus longue phase de latence moyenne avant le stade de 
SIDA, les personnes infectées par le VIH-2 se rapprochent des LTNP et EC observés chez le VIH-
1 (29). Toutefois, un nombre important de patients avec le VIH-2 progressent aussi vers le 
SIDA s’ils ne sont pas correctement traité comme nous l’observons dans notre laboratoire. En 
complément des LTNP et les EC du VIH-1, le VIH-2 constitue donc un modèle intéressant dans 
l’objectif de la compréhension du contrôle du VIH par certaines personnes (30).  
Le plus grand nombre de publications sur le VIH-1 comparativement au VIH-2 indique 
également que ce dernier est moins connu. C’est notamment le cas de la région C-terminal de 
la protéine Env (plus de détails dans le point 1.3). Dans le cadre de cette thèse, nous nous 
intéresserons à étudier cette région du VIH-2, cela permettra de mieux comprendre cette 
partie du VIH-2 et de la comparer au VIH globalement et ses équivalents simiens.     
1.2 Virologie du VIH 
1.2.1 Structure et génome du VIH  
Les VIH-1 et -2 comme leurs homologues simiens font partie du genre des lentivirus parmi les 
rétrovirus. Les lentivirus ou littéralement les virus lents ont la caractéristique commune 
d’avoir une longue période d’incubation. Comme tous les rétrovirus, les lentivirus sont des 
virus enveloppés et d’un diamètre d’environ 90nm (la taille d’une mitochondrie ; Figure 3). 
Sur cette enveloppe se trouvent des glycoprotéines virales. L’enveloppe virale entoure les 
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protéines de la matrice et ces dernières entourent la capside virale. Chez les lentivirus cette 
capside ressemble à un cône sans pointe. A l’intérieur de la capside se trouve le génome sous 
forme d’ARN en double copie. L’ARN génomique est associé aux protéines de la 
nucléocapside. Plusieurs protéines essentielles se trouvent également dans le virion comme 
la transcriptase inverse, l’intégrase, la protéase, Vif, Vpr et Vpx (plus de détails sur les rôles de 
ces protéines dans la partie 1.2.1 cycle viral).  
 
 
Figure 3. Structure du VIH-1 avec ses différentes protéines. On observe de l’extérieur à l’intérieur : les trimères 
de gpSU (glycoprotéine de surface ; gp120 chez le VIH-1), la couche de lipide (en jaune) dans laquelle sont ancrés 
les trimères de gpTM (glycoprotéine transmembranaire ; gp41 chez le VIH-1), la matrice (p17 chez le VIH-1), la 
capside (p24 chez le VIH-1), la protéase, l’intégrase, la transcriptase inverse, les protéines de la nucléocapside 
(p7 et 9 chez le VIH-1) et l’ARN génomique.  La structure du VIH-1 et -2 est similaire.                                                                                      





Les VIH-1 et -2, comme tous les rétrovirus, possèdent dans leur génome les gènes gag, pol et 
env et deux séquences non-codantes appelées Long Terminal Repeat (LTR ; Figure 4). Le gène 
pol code pour les enzymes utiles à la réplication. Ces enzymes sont une transcriptase inverse, 
une intégrase et une protéase. Le gène gag code pour les protéines de structure internes 
formant la matrice, la capside et la nucléocapside. Finalement, le gène env code pour des 
glycoprotéines (gp) présentes sur l’enveloppe lipidique du virus. Le génome VIH-2 comprend 
d’autres gènes spécifiques notamment vpr, vpx, nef, tat et rev.  Chez le VIH-1, le gène vpx est 
absent et un autre gène est spécifiquement présent : vpu (pour des revues voir 31 et 32).   
 




1.2.2 Le cycle viral du VIH   
 
Figure 5. Cycle cellulaire du VIH. Les différentes étapes sont : l’entrée (1), décapsidation (2 ou 3), transcription 
inverse (2 ou 3), importation nucléaire(4), intégration (5), transcription (6), transport des ARN (7 et 8), traduction 
(9), assemblage (10), bourgeonnement (11), sortie (12) et maturation(13). Pour plus de détails, voir le point 1.2.1 
Le cycle viral du VIH.  
  
Les VIH 1 et 2 sont des virus qui infectent les cellules en reconnaissant le récepteur CD4 (Figure 
5). Cette protéine est présente sur les lymphocytes T auxiliaires, les monocytes, les 
macrophages et les cellules dendritiques. L’infection de ces cellules se déroule sous forme 
d’un cycle. La première étape du cycle est l’entrée (plus de détails dans le point 1.3 : la 
protéine Env du VIH). Cette étape peut être divisée en deux parties : l’ancrage à la cellule et la 
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fusion. Ces deux parties sont médiées par les gp présentes à la surface de l’enveloppe. En 
résumé, ces protéines se lient au récepteur CD4 et à un autre récepteur de type chimiokine. 
Ensuite, les gp permettent la fusion des membranes de la cellule hôte et du virus. Lorsque la 
fusion du virus avec la cellule hôte est réalisée, le virus libère sa capside dans le cytoplasme 
cellulaire (33)  
Les étapes qui suivent sont la décapsidation, qui est une étape moins étudiée, et la 
transcription inverse (34). Actuellement, le débat reste ouvert autour de la succession de ces 
étapes. Deux hypothèses opposées sont actuellement émises. L’hypothèse traditionnelle 
place la décapsidation très tôt après l’entrée, et la transcription inverse aurait lieu lorsque le 
virus est complètement décapsidé. La deuxième hypothèse place la décapsidation 
rétrotranscription du génome ARN (34). Cette dernière hypothèse est soutenue par des 
résultats récents qui montrent que la décapsidation pourrait avoir lieu plusieurs heures après 
l’entrée, et que la capside pourrait interagir avec des protéines du cytoplasme afin de 
permettre l’entrée dans le noyau cellulaire (35 et 36). De plus, une transcription inverse dans 
la capside éviterait la dilution et la dissociation de la transcriptase inverse et de l’ARN viral 
dans le cytoplasme, ce qui favoriserait la transcription inverse (37). Il n’est pas exclu que la 
réalité soit une décapsidation partielle qui aurait lieu en même temps que la transcription 
inverse les deux étapes commençant et terminant dans le même laps de temps.   
La transcription inverse est au contraire une étape très bien connue. Elle est initiée par la 
fixation d’un ARN de transfert sur l’ARN viral, s’ensuit après la synthèse du brin 
complémentaire à l’ARN génomique, la dégradation du brin d’ARN et la synthèse du second 
brin pour former de l’ADN génomique double brin (38 et 39).   
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A ce stade, ce qui reste du virus n’est plus associé avec la capside mais encore avec quelques 
protéines formant un complexe de pré-intégration. Ce complexe comprend l’ADN génomique 
double brin, quelques protéines de la matrice, les protéines Vpr et Vpx (pour le VIH-2 et juste 
Vpr pour le VIH-1), l’intégrase et des protéines cellulaires comme LEDGF/p75 et HMG I (high 
mobility group protein ; 40-43). Ce complexe est trop gros pour rentrer de façon passive dans 
le noyau. L’étape virale suivante consiste pour les lentivirus à faire rentrer ce complexe dans 
le noyau cellulaire par des transporteurs nucléaires pour l’étape d’intégration. Cette étape 
n’est pas nécessaire chez les autres rétrovirus car ceux-ci infectent des cellules qui se divisent. 
Il est connu que Vpr pour le VIH-1 et Vpr et Vpx pour le VIH-2 sont impliqués dans cette partie 
du cycle viral (45 et 46).   
Arrivé dans le noyau le génome sous forme de double-brin d’ADN peut être intégré par 
l’enzyme intégrase dans le génome humain ou rester dans un état non intégré (pour une revue 
voir 33). L’intégrase coupe d’abord deux nucléotides aux extrémités 3’ dans chaque brin 
d’ADN et elle réalise deux coupures simple brin et proches dans l’ADN génomique. L’intégrase 
lie ensuite les extrémités 3’ de l’ADN viral avec les extrémités 5’ simple brin avec l’ADN 
génomique. Finalement, des enzymes cellulaires viennent compléter les régions simples brins 
créées par l’action de l’intégrase (47).   
Une fois intégré, le virus est appelé provirus et il sert de matrice afin de produire des ARN 
codants et génomiques via transcription. Cette étape peut ne pas se produire immédiatement 
et le virus reste en latence (48 et 49). La transcription a lieu tout d’abord grâce à des sites 
d’activation de la transcription pour les activateurs transcriptionnels Sp1 et NfκB. Ces sites se 
trouvent dans les LTR. Ils permettent uniquement via le 5’LTR une transcription basale du 
provirus qui va produire les premiers ARN viraux (50). Ces premiers ARN sont complètement 
22 
 
épissés en ARN messagers codant pour Tat et Rev (51). Tat va permettre, en se fixant au 5’LTR, 
d’augmenter la transcription basale de l’ARN viral (52). Parmi ces ARN une partie sera non 
épissée (ARN génomique), une autre partie sera partiellement épissée (ARNm de GagPol et 
d’Env/Vpu pour le VIH-1 ou d’Env seul pour le VIH-2) et une dernière partie sera 
complètement épissée (ARNm de Rev, Tat, Vif, Vpr Vpx et Nef). Rev participe au transport des 
ARN non ou partiellement épissés : ceux-ci resteraient dans le noyau sans Rev. Cette protéine 
possède un domaine de liaison à l’ARN qui est riche en arginine et qui est situé proche d’un 
autre domaine d’import nucléaire. En plus Rev possède un domaine d’export nucléaire bien 
distinct. Dans le noyau cellulaire, Rev se fixe à l’ARN via son domaine riche en arginine. A ce 
moment, le domaine d’import nucléaire proche est caché et seul le domaine d’export est 
visible entrainant l’exportation de l’ARN vers le cytoplasme. Rev libère son domaine d’import 
nucléaire lorsqu’il se détache de l’ARN et revient alors dans le noyau (53).  
Après le transport des ARNm en dehors du noyau, les protéines virales commencent à être 
toutes produites. L’étape suivante est l’assemblage de ces protéines afin de produire un pré-
virion prêt à bourgeonner. L’assemblage est l’étape la plus complexe du cycle viral, vu le grand 
nombre de protéines virales et cellulaires en jeu, et aussi une des plus méconnues. Cependant, 
il semble clair que les trois protéines de Gag (à ce stade la matrice, la capside et la 
nucléocapside ne sont pas encore séparées) jouent chacune un rôle important. La matrice 
permet de localiser Gag vers la membrane plasmique, la capside permet la connexion des 
protéines Gag entre elles, et la nucléocapside permet l’encapsidation des génomes viraux (54, 
55 et 56).   
Lorsqu’un pré-virion est correctement formé il est composé des poly-protéines Gag (produites 
indépendamment de Pol), GagPol (la poly-protéine Pol est produite en combinaison de Gag), 
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l’ARN viral, Vif, Vpr et Vpx (Vpx uniquement pour le VIH-2, pour une revue voir 24). Le 
bourgeonnement de ce pré-virion nécessite uniquement des éléments de Gag pour avoir lieu 
(57 et 58). Lorsque le virus bourgeonne, il commence sa maturation qui consiste à séparer, via 
la protéase virale, les protéines de Gag et GagPol (59).  A ce moment, si le virus a été 
correctement produit, il peut infecter d’autres cellules.    
1.2.3 Les protéines accessoires du VIH  
En plus d’Env, Tat, Rev, Gag et Pol d’autres protéines virales ont des rôles auxiliaires durant le 
cycle viral. Ces rôles ne sont pas complètement indispensable pour le VIH mais permette 
d’améliorer le cycle cellulaire. Ces protéines sont Vpu (pour le VIH-1), Vpr, Vpx (pour le VIH-
2), Vif et Nef. Vpr et Vpx sont importantes pour le transport nucléaire du complexe de pré-
intégration mais semblent aussi être capables d’arrêter le cycle cellulaire en phase G2 (60).  
Vif et Vpu permettent de neutraliser certaines protéines cellulaires qui empêcheraient le virus 
de se répliquer, ces protéines sont appelées facteurs de restriction (61). Dans le cas de Vif le 
facteur de restriction est la protéine APOBEC3G. En l’absence de Vif chez le VIH, APOBEC3G 
est inséré dans le virion et perturbe la transcription inverse lors d’un nouveau cycle viral en 
désaminant les cytidines (62). Vif empêche l’incorporation d’APOBEC3G dans le virion en se 
fixant à ce dernier et en recrutant le complexe cellulaire d’ubiquitine ligase qui va entrainer la 
dégradation du facteur de restriction (63). Dans le cas de Vpu la protéine antagonisée est la 
téthérine (plus de détails dans le point 1.4.3.4 ; 64). Chez le VIH-2, la fonction de Vpu est 
assurée par la protéine Env (65). 
La protéine Nef a plusieurs rôles comme la diminution de la présence de CD4 et des complexes 
majeurs d’histocompatibilité de classe 1 ainsi que l’augmentation de l’infectivité virale (66, 67 
et 68). Il faut noter aussi que chez le VIH-1 Vpu et Env peuvent aussi contribuer à la diminution 
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du récepteur CD4 (69). Il est admis que la diminution de la présence de CD4 via Nef contribue 
à augmenter la production virale en empêchant une mort cellulaire trop rapide (69). 
Finalement, Nef est aussi étroitement liée à l’apparition du SIDA lors de l’infection (70).   
1.3 La protéine Env du VIH-1 et -2  
La poly-glycoprotéine Env est exprimée à partir de l’ARN messager de vpu/env pour le VIH-1 
et de l’ARN messager d’env seul pour le VIH-2 (71). La taille exacte du gène et de la protéine 
varie suite à différentes insertions et/ou délétions présentes dans la séquence d’env. En 
général, ce gène mesure environ 2,5 kb chez les lentivirus, correspondant à une protéine 
d’environ 850 acides aminés (72 ; source uniprot).                           
La traduction d’Env est réalisée par les ribosomes du réticulum endoplasmique (RER). Après la 
traduction Env possède un peptide signal du côté N-terminal. Ce peptide dirige la protéine Env 
vers la membrane du réticulum endoplasmique. Une fois dans la lumière du réticulum 
endoplasmique (RE), le peptide signal est retiré via une peptidase. Dans le RE, la protéine Env 
sera N-glycosylée sur ses asparagines et va s’oligomériser généralement en trimères (73 et 
74). Ensuite, la protéine sera transportée à travers le réseau trans-golgien.  
Dans le golgi, les glycosylations d’Env vont se complexifier et la polyglycoprotéine va être 
clivée par une enzyme cellulaire de type furine, en deux glycoprotéines: gpSU et gpTM (75 ; 
Figure 6). Ces deux glycoprotéines resteront liées de façon non covalente malgré le clivage 
d’Env. Après le clivage, les glycoprotéines vont être transportées vers la membrane plasmique. 
Il a été suggéré que pour le VIH-1 le complexe AP-1 et la protéine CTLA-4 contribuent à ce 
transport. Après son arrivée à la membrane plasmique, les gp vont être endocytées via le 
complexe AP-2 (plus de détails sur les complexe AP-1 et -2 dans le point 1.4.3.1 : 76-78). On 
suppose que l’endocytose contribue à éviter qu’Env soit trop exposée à la surface de la cellule. 
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La protéine Env sera ensuite incorporée dans le virion qui compte en général 8 trimères d’Env 
par virion pour le VIH-1 (79).  
Il existe plusieurs modèles qui expliquent comment la protéine Env est incorporée dans le 
virion (80). Un premier modèle propose que la protéine Env soit incorporée de façon passive 
dans le virus sans interagir avec Gag. Un deuxième modèle suppose une interaction active et 
directe en Gag et Env alors qu’un troisième modèle imagine une interaction active mais 
indirecte entre ceux deux polyprotéines. Le premier modèle, qui est le plus simple, est 
supporté par le fait que des protéines Env d’autres rétrovirus peuvent être incorporées à la 
place de celle du VIH-1 dans le virion de celui-ci (80 et 81). Au contraire, l’observation de 
l’importance de la région C-terminale de la protéine Env et de certains acides aminés de Gag 
dans l’incorporation d’Env soutient les modèles d’une incorporation active (plus de détails 
dans le point 1.4.3.3). De plus, le rôle de protéines cellulaires comme TIP47 qui interagissent 
avec Gag et Env pour permettre une bonne incorporation d’Env étaye l’idée d’une 
incorporation indirecte (82). Finalement, il a été démontré que les protéines Env et Gag se 
localisaient préférentiellement dans des régions de la membrane appelée lipid raft (80 et 83). 
Bien que cette observation ne permette pas de dire si l’interaction Env/Gag est directe ou 





Figure 6. Différentes régions de la protéine Env. De C1 (région constante 1) à C5 (région constante 5), on trouve 
la gpSU. De FP (peptide de fusion) à CT (queue cytoplasmique) on trouve la gpTM.  
  
1.2.1 gpSU  
La gpSU ou gp de surface est la protéine du côté N-terminal d’Env. Elle représente 60% du 
nombre d’acides aminés d’Env et elle contient la majorité des glycosylations (environ 80% ou 
25 sur 29, source Uniprot). Cette grande quantité de glycosylations participe pour moitié à la 
masse totale de la gpSU (72).                                             
Après comparaison de différentes séquences du VIH-1, il a été découvert que la séquence de 
la gpSU est composée d’une alternance de régions conservées (C1 à C5) et variables (V1 à V5 
; 84 ; Figure 6). Les régions variables, au contraire des régions conservées, sont exposées à la 
surface de la gpSU. Cette exposition explique une plus grande variabilité des séquences 
soumises à la pression immunitaire (85). La présence de glycosylation dans ces régions 
variables permet d’autre part de diminuer l’exposition de la gpSU au système immunitaire. De 
façon intéressante, Il a été observé qu’un plus grand nombre de glycosylations existent sur la 
région variable 3 du VIH-1 (4 ou 5 glycosylations) comparativement à celle du VIH-2 (2 ou 3 
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glycosylations). Cette observation pourrait contribuer au fait que le VIH-1 échappe mieux au 
système immunitaire (86). 
Les régions conservées (principalement C1, 3 et 4) sont importantes pour la liaison du virus au 
récepteur CD4 (87 : Figure 7).  Le choix du corécepteur chimiokine est déterminé par la région 
V3 (88). En fonction de la séquence de cette région le virus aura une affinité pour un type 
précis de récepteur chimiokine (89). Ces types de récepteurs sont principalement les CCR5 et 




Figure 7. Différentes étapes de l’entrée du VIH (plus de détails voir 1.2.1 et 1.2.2). Droit de copie de Wilen, C. B., 
Tilton, J. C., & Doms, R. W. (2012). Molecular mechanisms of HIV entry. In Viral Molecular Machines (pp. 223-
242). Springer US.  
1.2.2 gpTM   
La gpTM ou glycoprotéine transmembranaire est la protéine du côté C-terminal d’Env. Elle est 
beaucoup moins glycosylée que la gpSU et représente 40% des acides aminés d’Env (source 
Uniprot). Après le clivage d’Env, la gpTM est liée de façon non covalente à la gpSU (91).   
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Trois régions sont présentes dans la gpTM (du côté N-terminal au côté C-terminal) : la région 
externe, la région membranaire au sens strict et la queue cytoplasmique (CT ; cytoplasmic tail 
; 72). . Le travail de cette thèse se focalisera sur cette région cytoplasmique dont l’importance 
n’a pas été entièrement définie, bien que cette région représente la moitié de la gpTM chez 
les lentivirus.   
  
1.2.2.1 La région externe de la gpTM    
La région externe de la gpTM est indispensable pour la fusion et chez le VIH-2 elle est 
spécifiquement utile pour antagoniser la téthérine (65).  
Dans la partie externe de la gpTM, il existe différentes sous-régions (du côté N-terminal au 
côté C-terminal) : le peptide de fusion, les « heptad repeat » (HR) et le domaine proximal à la 
membrane (MPER ou membrane proximal external region ; 72).   
Le peptide de fusion est une région très hydrophobe qui est initialement cachée dans le 
complexe formé par la gpSU et la gpTM. Lorsque la gpSU se fixe au récepteur CD4, le complexe 
gpSU-TM expose vers l’extérieur du virus le peptide de fusion. De par sa nature hydrophobe, 
le peptide de fusion s’associe avec la membrane cellulaire après son exposition et relie la 
membrane de la cellule hôte à l’enveloppe lipidique du virus (92 et 93).   
Les heptad repeat (HR) sont des domaines en hélice alpha composés de motifs de 7 acides 
aminés répétés (94 ; pour une revue voir 72). Ils sont au nombre de deux dans chaque gpTM 
: NHR pour HR du côté N-terminal et CHR pour HR du côté C-terminal. Dans chaque trimère 
d’Env, il y a donc trois NHR et trois CHR. Le triplet de NHR forme une structure stable en coiled 
coil avec le triplet de CHR (64). Ce duo de triplet forme un hexamère lorsque la protéine Env 
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n’est pas encore liée au récepteur CD4 (94, 95 et 96). Lorsque le peptide de fusion s’associe à 
la membrane de la cellule hôte, l’hexamère de HR va s’étendre à cause de la force créée par 
la liaison du peptide de fusion avec la membrane cellulaire (97). Cet hexamère devient donc 
deux trimères séparés qui vont se réassocier pour reformer la structure en coiled coil. Cela va 
rapprocher les membranes du virus de la cellule et catalyser la fusion de celles-ci (Figure 7; 
98). Une fois les membranes fusionnées, le virus libèrera son matériel génétique dans le 
cytoplasme (voir cycle VIH, étape de la décapsidation pour plus de détails).   
La sous-région MPER consiste en 24 acides aminés très bien conservés qui sont importants 
pour la fusion et la réplication virale (99). Cette sous-région est aussi connue pour être la cible 
d’anticorps neutralisants et elle suscite beaucoup d’intérêt dans le domaine de la vaccination (100). 
Elle contient également un motif à tyrosine de type YxxL chez le VIH-1 qui interagit avec le 
complexe AP-2. Ce motif est présent aussi chez le VIH-2 sans que sa fonction ne soit confirmée 
(source Uniprot). 
1.2.2.2 La région transmembranaire de la gpTM    
La région transmembranaire de la gpTM est composée de 25 acides aminés. Ces acides aminés 
sont assez hydrophobes et sont importants pour la fusion (101). On suppose que cette région 
est transmembranaire. Cette supposition se base sur des comparaisons de la gpTM du VIH 
avec celle d’autres rétrovirus (72). Il n’y a donc aucune évidence biochimique démontrant la 
présence de ces acides aminés dans la membrane. Des études complémentaires seraient utiles 





1.4 La queue cytoplasmique d’Env  
1.4.1 La queue cytoplasmique chez les rétrovirus  
Les rétrovirus sont une famille de virus qui est divisée en 7 genres. Ces genres sont les 
lentivirus, les spumavirus, les alpha-rétrovirus, les béta-rétrovirus, les gamma-rétrovirus, les 
epsilon-rétrovirus et les delta-rétrovirus. Les rétrovirus possèdent tous la poly-protéine Env 
qui est divisée en deux gp comme pour le VIH. Les gpTM possèdent toutes par homologie une 
CT du côté C-terminal. Les spumavirus, comme le human foamy virus (HFV), possèdent une CT 
d’environ 2,5% de la taille de la gpTM. Ces virus sont considérés comme non pathogènes bien 
que réplicatifs (102 et 103). Les alpha-rétrovirus, comme le Rous sarcoma virus (RSV), 
possèdent une CT d’environ 10% de la taille de la gpTM. Ces virus sont présents 
principalement dans les volailles et sont responsables de cancer chez ces animaux (104). Les 
béta-rétrovirus, comme le virus Jaagsiekte du mouton (JRSV), possèdent des CT d’environ 25% 
de la taille de la gpTM. Les béta-rétrovirus sont responsables de divers symptômes comme 
l’immunodéficience chez les macaques ou l’adénomatose pulmonaire chez les ovins. (104). 
Les gamma-rétrovirus, comme le murine leukemia virus, possèdent une CT comparable en 
taille au béta-rétrovirus. Ces virus sont responsables de leucémie chez les souris mais peuvent 
aussi être présents sous forme endogène (non excrétée) dans le génome murin (104). Les 
épsilon-rétrovirus, comme Walleye dermal sarcoma virus (WDSV), possèderaient une 
structure de gpTM complexe. Comme les autres rétrovirus, ces virus auraient une CT très 
courte en C-terminal mais pourraient aussi avoir d’autres régions cytoplasmique non C-
terminales dans leur gpTM (105). Ces rétrovirus sont responsables de tumeurs chez les 
poissons. Les delta-rétrovirus, comme le virus T lymphotropique humain de type 1 (HTLV-1), 
possèdent une CT de taille comparable au béta-rétrovirus. Ces virus sont souvent 
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asymptomatiques chez l’homme mais peuvent aussi causer des leucémies, des lymphomes et 
paraparésies (104). Les lentivirus possèdent, au contraire des autres rétrovirus, une CT 
d’environ 50% de la taille de la gpTM (Figure 8).  Cela en fait le genre de rétrovirus avec de 
loin la plus longue CT. Mis à part les lentivirus, comportant les VIH et leur équivalents simiens, 
seule la CT des béta-rétrovirus et gamma-rétrovirus a été étudiée (106). Chez les béta-
rétrovirus, il a été démontré que la CT permet de moduler la fusion. Lorsque chez le MLV, la 
CT est complètement présente, elle empêche la fusion. Le clivage de la CT durant la 
maturation du virus permet au MLV de fusionner (107). Chez le JRSV, la CT est impliquée dans 
la transformation de cellules saines en cellules tumorales (108).     
 
Figure 8. Rapport entre la taille de la queue cytoplasmique et la taille de la protéine gpTM de quelques rétrovirus 
représentant chacun un genre de rétrovirus (en acides aminés par acides aminés). Dans le graphique le WDSV 
est le Walleye Dermal Sarcoma Virus, le HFV est le Human Foamy Virus, le HTLV-1, le RSV est le Rous Sarcoma 
Virus, le MLV est le Murine Leukemia Virus, le JRSV est le  le virus Jaagsiekte du mouton (HIV-1=VIH-1 : HIV-




1.4.2 Structure, domaines et motifs de la queue cytoplasmique chez le VIH-1  
1.4.2.1 Domaine de la queue cytoplasmique chez le VIH-1 
La queue cytoplasmique a été principalement étudiée chez les lentivirus et parmi ceux-ci 
quasiment exclusivement pour le VIH-1. Chez ce virus, plusieurs domaines et motifs ont été 
caractérisés comme (du côté N-terminal au côté C-terminal) : le motif à tyrosine, les épitopes 
de Kennedy, les lentiviral lytic peptides (LLP ; nommés LLP-1,-2 et -3) et les motifs di-leucine. 
Le motif tyrosine et le motif di-leucine le plus C-terminal sont impliqués dans l’internalisation 
et le transport de la protéine Env (plus de détails dans le point 1.4.3.1 ; 109 et 110). Les 
épitopes de Kennedy sont au nombre de trois qui ont été découvert par la personne du même 
nom comme étant reconnus par des anticorps présent dans le sérum de patient infectés par 
le VIH-1 (111). Ces épitopes sont les séquences 727PDRPEG732, 732IEEE736 et 738ERDRD743. Le 
premier épitope cité est considéré comme conformationnel (112 et 113). Ce genre d’épitopes 
est reconnu par le système immunitaire en fonction de leur structure au contraire des 
épitopes linéaires comme 732IEEE736 qui sont reconnus selon leur séquences primaire. Plus 
récemment, il été découvert que ces épitopes seraient exposés lors de la libération de la 
protéine Env hors du virus et de la cellule. Ce résultat remet en question l’importance donc 
des résultats de Kennedy et al (111 et 114). Les LLP sont des séquences qui ont été reconnues 
comme des hélices α par des analyses biochimiques (115). Ces analyses ont aussi démontré 
que ces régions s’associent à la membrane plasmique et peuvent la déstabiliser (116). D’autres 
études ont montré que ces régions étaient impliquées dans l’infectivité, l’incorporation de la 





1.4.2.2 Structure de la queue cytoplasmique 
La structure et la disposition dans l’espace des parties externes d’Env sont assez bien connues 
chez le VIH (72). Au contraire, la structure des parties transmembranaire et cytoplasmique 
sont quant à elles encore sujet à débat. Ces méconnaissances peuvent être imputées à la 
difficulté de purifier et de cristalliser les protéines ou régions transmembranaires.  Il existe 
actuellement deux hypothèses sur la structure de la CT. Chacune de ces hypothèses est 
dépendante d’une hypothèse sur la structure de la partie transmembranaire qui précède la 
CT (72 ; Figure 9).   
La première hypothèse classique explique que la partie transmembranaire est une hélice alpha 
qui traverse la membrane plasmique après le MPER.  La queue cytoplasmique de la partie 
transmembranaire se trouve dans cette hypothèse complètement localisée dans le virus. Deux 
éléments supportent cette hypothèse : la présence d’un motif tyrosine impliqué dans 
l’internalisation dans la CT et un site de protéolyse accessible à la protéase virale (109, 118 et 
119). Ces sites et motifs doivent se situer logiquement dans le cytoplasme ou le virus afin que 
leur fonction soit permise.   
La deuxième hypothèse explique que la partie transmembranaire serait juste ancrée à la 
membrane et que la CT serait soit partiellement, soit totalement externe. Dans le cas où elle 
serait partiellement externe, il a été imaginé qu’un autre motif transmembranaire serait 
présent dans la séquence de la CT qui traverserait la membrane à cet endroit (Figure 9 ; pour 
une revue voir 80). La partie présente après cette hypothétique région transmembranaire 
serait dans cette hypothèse l’unique partie cytoplasmique. Un argument fort qui soutient 
cette hypothèse est la présence des épitopes de Kennedy dans la CT (11). Ces épitopes ou 
séquence de Kennedy doivent, selon les défenseurs de cette hypothèse, se situer à l’extérieur 
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du virus pour être effectivement reconnus par les anticorps. La remise en cause récente de 
l’importance de ces épitopes remet en question aussi cette hypothèse.  
En conclusion, seuls les LLP qui sont des hélices α ont donc une structure déterminée 
biochimiquement dans la queue cytoplasmique (115).   
 
Figure 9. Topologie de la queue cytoplasmique de la protéine Env du VIH-1 : deux hypothèses majeures. A : la 
queue cytoplasmique est complètement à l’intérieur du virus. B : la queue cytoplasmique est partiellement à 
l’intérieur. Droit de copie de Steckbeck, J. D., Sun, C., Sturgeon, T. J., & Montelaro, R. C. (2010). Topology of the 
C-terminal tail of HIV-1 gp41: differential exposure of the Kennedy epitope on cell and viral membranes. PloS 




1.4.3 Importance de la queue cytoplasmique pour le VIH  
Les connaissances sur les rôles et les intérêts biologiques de la longue CT des lentivirus sont 
encore incomplètes. Il semble que comme les autres régions de la gpTM elles soient 
importantes pour la fusion chez le VIH-1 (117 et 120). Il semble notamment que la perte ou 
des mutations dans les LLP-3 et le LLP-1 affecte la fusion chez le VIH-1 (117). D’autres rôles de 
la queue cytoplasmique semblent être eux mieux documentés : l’internalisation et la 
localisation de la protéine Env, l’incorporation de la protéine avec le reste du virus et l’activité 
anti-téthérine chez le VIH-2 (113). Plus récemment et de façon surprenante il a été démontré 
que la queue cytoplasmique était impliquée chez le SIVmac et le VIH-1 dans l’activation de NF-
κB (121). Le motif impliqué dans cette activation est localisé chez le VIH-1 dans le LLP-2 et suit 
le motif d’internalisation chez le SIVmac (121). 
1.4.3.1 Transport de la protéine Env  
Après l’expression d’Env, les gp sont localisées sur la membrane plasmique (voir point 1.3 pour 
plus de détails sur la biogenèse de la protéine Env). Il a été démontré que les protéines d’Env 
sont endocytées et internalisées (110). Les signaux responsables de cette internalisation sont 
localisés chez le VIH-1, le SIV et le VIH-2 dans la CT et aussi au niveau du MPER chez le VIH-1. 
Le premier signal qui a été découvert dans la CT chez ces virus est un motif YXXφ (avec φ 
comme étant un acide aminé hydrophobe) présent au début de la CT (109, 122 et 123). Un 
deuxième signal important pour le transport et présent en fin de CT a été découvert 
uniquement chez le VIH-1 et correspond à un motif di-leucines. Ces deux types de motifs 
interagissent avec le complexe AP2 afin de permettre l’internalisation (109 ; Figure 10). Ce 
complexe AP2 est un ensemble de protéines permettant, grâce à une protéine appelée 
clathrine, de créer des vésicules d’endocytose dans la membrane plasmique (124).  D’autres 
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motifs LL ou YXXφ ont été localisés dans les séquences de CT mais à ce jour aucun n’a 
démontré un rôle dans l’endocytose (120). Cependant, il semble que ces motifs participent à 
l’infectivité du VIH-1.   
Il a été démontré pour le VIH-1 que le motif YXXφ est aussi impliqué dans l’interaction avec le 
complexe AP1 et AP3 (122). Ce motif, au contraire du complexe AP2, permet le transport d’Env 
dans le réseau trans-golgien de la cellule (125, 126 et 127). De plus, un motif dans le LLP-3 
contenant la séquence YW permet aussi le transport d’Env dans la cellule (128). Au contraire 
de l’internalisation, ces transports cytoplasmiques semblent encore peu connus et seules des 
interactions possibles avec des protéines impliquées dans ces types de transport ont été 
déterminées (120).   
 
Figure 10. Rôle des complexes AP1, 2 et 3 dans le transport des vésicules intracellulaires. A ce jour, il a été 
démontré que la queue cytoplasmique interagit avec le complexe AP1 et 2. AP2 est impliqué dans l’internalisation 
des protéines membranaire vers le cytoplasme, AP1 est impliqué dans le trafic des protéines membranaire à 
travers le réseau trans-golgien et, finalement, AP3 est impliqué dans le transport des protéines membranaires 
vers les lysosomes. Droit de copie de Bauby, H., Lopez-Vergès, S., & Berlioz-Torrent, C. (2008). TIP47, un cofacteur 




1.4.3.2 Interaction Env/Gag chez le VIH-1 : rôle de la CT dans l’incorporation de la protéine 
Env  
On peut se demander comment une protéine qui serait activement internalisée peut se 
trouver dans un virus qui bourgeonne à partir de la membrane plasmique. Cette interrogation 
a été levée par la démonstration que, lorsque Gag et Env interagissent, l’internalisation d’Env 
n’est plus possible (91). Chez le VIH-1, il a été démontré que la CT était impliquée dans 
l’interaction avec Gag (130). Cette interaction a été localisée entre le domaine LLP-2 de la CT 
et la partie N-terminale de la poly-protéine Gag (région de la matrice après maturation ; 131).  
Au sein de la matrice, les acides aminés importants pour l’interaction avec  CT ont été 
précisément déterminés : ce sont les leucines  L12 et L30. Cependant, cette interaction ne 
semble pas indispensable entre la CT et Gag puisque la perte d’une grosse partie de la CT 
(incluant tous les LLP) permet l’incorporation d’Env avec efficacité (91). Cela permet de 
conclure que le domaine LLP-2 est indispensable pour l’interaction de la longue CT avec Gag 
mais pas d’Env avec Gag. Il faut noter que ces   résultats ont été obtenus uniquement chez le 
VIH-1. Aucune étude équivalente n’ayant été réalisée pour le VIH-2.      
1.4.3.3 Activité anti-téthérine du VIH-2  
La téthérine, aussi appelée BST-2 (bone stromal antigen 2) et CD317, est une protéine 
cellulaire qui a une action antivirale. Son mécanisme d’action est d’empêcher les virus 
enveloppés de bourgeonner en les retenant à la surface de la cellule, ceux-ci peuvent ensuite 
être ramenés dans la cellule via des endosomes (64). La plupart des lentivirus ont développé 
des défenses contre cette téthérine (132). Le VIH-1 utilise la protéine Vpu pour antagoniser la 
téthérine alors que le VIH-2 utilise la gpTM (64 et 65). La CT est indispensable pour antagoniser 
la téthérine via la gpTM (65). Cependant, les résultats présentant le mécanisme d’action anti-
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téthérine montrent que ce rôle est indirect. En effet, le remplacement de la CT et de la région 
transmembranaire de la gpTM du VIH-2 par leur équivalent chez le VIH-1 permet toujours 
d’antagoniser la téthérine par le VIH-2 alors que la gpTM du VIH-1 n’a pas d’activité anti-
téthérine (65). De plus, il a été démontré que c’est la partie externe de la téthérine qui est 
ciblée par la gpTM du VIH-2 (133). Cela suppose une interaction entre les deux parties 
externes de ces protéines.  Il est probable que la CT aide à localiser la gpTM durant son action 
antagoniste, mais que ce soit un ou plusieurs des domaines externes de la gpTM qui soient 
indispensables pour une action directe contre la téthérine.  
1.4.4 Evolution de la queue cytoplasmique de la protéine Env à travers l’évolution chez les 
rétrovirus 
1.4.4.1 Origine des rétrovirus 
Les rétrovirus sont proches d’éléments transposables appelés rétrotransposons. Ces 
rétrotransposons peuvent être capables de se déplacer à travers un génome d’une même 
cellule en créant un intermédiaire ARN qui sera rétrotranscrit (134). A la différence des 
rétrovirus, les rétrotransposons restent dans les mêmes cellules et ne contaminent donc pas 
d’autres organismes. Les similitudes entre les rétrotransposons et les rétrovirus sont 
évidentes, chacun pouvant être délimité par des LTR (une partie des rétrotransposons) et se 
rétrotranscrire. Deux hypothèses s’affrontent autour de leur origine. La première explique que 
certains rétrotransposons auraient évolué vers les rétrovirus et seraient devenus infectieux 
(135). Au contraire, la deuxième suppose que certains rétrovirus se seraient définitivement 
localisés dans le génome de leur hôte et auraient perdu leur capacité infectieuse (136). La 
première explication semble la plus logique car les rétrotransposons sont présents dans 
plusieurs types d’êtres vivants (animaux, végétaux, mycètes,…) indiquant une origine très 
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ancienne. Au contraire, les rétrovirus sont présents uniquement chez les animaux indiquant 
une origine plus récente. Cependant, il est tout aussi évident à l’heure actuelle que certains 
rétrovirus (appelés rétrovirus endogènes) ont perdu leur capacité infectieuse, se sont intégrés 
dans les cellules germinales et se sont transmis au fur et à fur des générations (137). Ces 
rétrovirus sont donc redevenus des rétrotransposons. 
D’un point de vue génomique, la grande différence entre les rétrotransposons et les rétrovirus 
est l’absence d’une protéine Env complète et fonctionnelle chez les premiers. Il est donc exclu 
de parler à ce stade de queue cytoplasmique avant l’apparition de rétrovirus.   
1.4.4.2 Evolution de la queue cytoplasmique chez les rétrovirus  
Après notre état des lieux des queues cytoplasmique des rétrovirus, nous avons observé que 
seuls les lentivirus possèdent une longue queue cytoplasmique dans Env (voir point 1.4.1). En 
se basant sur le principe de parcimonie, il est probable que l’ancêtre des rétrovirus devait 
posséder une protéine Env avec une queue cytoplasmique courte et que la taille de cette 
dernière aurait changé chez les lentivirus (138). Une autre hypothèse serait que les lentivirus 
soient apparus après qu’un rétrotransposon ait acquis une protéine Env avec une longue CT 
et qu’il soit devenu réplicatif (138). 
Le changement de taille des protéines des rétrovirus est quelque chose de tout à fait commun 
(voir point 3.1). En effet, comme nous allons l’observer chez le VIH-2 durant le premier article 
de cette thèse, les protéines Rev, Tat et Env ont des tailles très différentes entre VIH-2 issus 
de différents patients, voire même d’un même patient (plus de détails voir le point 3.1). Il est 
donc possible qu’un rétrovirus ait possédé une longue queue cytoplasmique d’Env et que 
celui-ci ait donné naissance à l’ensemble des lentivirus. Quoi qu’il en soit, il semble clair que 
la longue queue cytoplasmique soit une caractéristique unique des lentivirus. 
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1.4.4.3 L’évolution de la séquence de la queue cytoplasmique chez les lentivirus 
La séquence de la queue cytoplasmique est très peu conservée au sein des différents VIH-2. 
Seules quelques régions clés semblent se maintenir : ces régions sont le motif d’internalisation 
YXXφ, le domaine impliqué dans l’activation de NFκB, une région riche en acide glutamique et 
étant homologue au deuxième épitope de Kennedy (voir point 1.4.2.1), une région 
hydrophobe, la fin du LLP-1 et le motif deux leucines final. 
Le motif d’internalisation est présent dans la queue cytoplasmique de tous les lentivirus 
indiquant un rôle commun chez ce genre de virus (Table 1).  
 
Table 1. Table présentant la séquence des motifs d’internalisation potentiels de plusieurs queues cytoplasmiques 
de la protéine Env de lentivirus et les deux derniers acides aminés (aa) de ces queues cytoplasmiques. On notera 
que quasiment tous les lentivirus possèderaient un motif d’internalisation et que seuls lentivirus de primates 
semblent posséder un motif di-leucine.   
Le domaine impliqué dans l’activation de NFκB qui étend le motif d’internalisation chez le VIH-
2 est présent uniquement parmi les lentivirus génétiquement proches du VIH-2, comme les 
SIVmac et SIVsmm. Ce motif est présent chez le VIH-1 dans la région LLP-2. Cependant, à cause 
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de la faible conservation de la région LLP-2, il est impossible de savoir sur base de la séquence 
si d’autres lentivirus possèdent à cet endroit le domaine d’activation de NFκB. 
Une région hydrophobe est présente chez le VIH-2 aux alentours du 40ieme acide aminé de la 
queue cytoplasmique ; cette région est présente chez l’ensemble des lentivirus sauf chez 
l’EIAV et les FIV. Chez l’EIAV (Figure 11), seule la partie transmembranaire semble être une 
région hydrophobe alors que chez les FIV la queue cytoplasmique s’arrête tôt avant une 
potentielle région hydrophobe.  
 
Figure 11. Exemple de quelques graphes d’hydrophobicité de la queue cytoplasmique de la protéine Env de 
lentivirus selon l’échelle Kyte & Doolittle. Plus le score en ordonnée est important, plus la séquence est 
hydrophobe. Les lentivirus possèdent tous une région hydrophobe surmontée par une barre noire pour indiquer 
la différence d’hydrophophobicité entre l’EIAV et d’autres lentivirus au milieu de la queue cytoplasmique.  
De façon intéressante, la taille de la queue cytoplasmique chez les FIV est très courte indiquant 
qu’il est également possible pour les lentivirus d’avoir une queue cytoplasmique courte in vivo.   
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Le reste de la queue cytoplasmique est peu conservé et seule la fin de la queue cytoplasmique 
avec les deux leucines semble se retrouver chez les autres lentivirus mais uniquement parmi 
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L’objectif de cette thèse est de répondre à la question : Quels sont les impacts de la 
longue région C-terminale ou queue cytoplasmique de la protéine Env sur le cycle du 
VIH-2?  
Comme il a été discuté dans le chapitre 1, cette région est relativement peu connue 
chez le VIH-1 et complètement inconnue chez le VIH-2. Ce travail de thèse a donc aussi 
comme objectif de compléter les connaissances de cette région chez le VIH-2.  
Deux grandes parties sont présentées sous forme d’article (en anglais) et 2 thèmes 
issus de résultats complémentaires sont abordés sous forme de communication (en 
français).   
Dans la première partie nous analysons les séquences concernées du VIH-2, en 
comparaison à ce qui est connu pour le VIH-1 et les SIV. Cette analyse donnera un 
début de réponse à la question principale de l’objectif. De plus, elle s’accompagne 
d’une étude sur les conséquences que peuvent avoir les modifications de la queue 
cytoplasmique sur d’autres protéines comme Nef, Tat et Rev.  
La deuxième partie étudie un VIH-2 stable avec une queue cytoplasmique courte. Ce 
virus est comparé à un VIH-2 avec une queue cytoplasmique longue. Cette 
comparaison apporte des éléments permettant de comprendre les avantages et les 
inconvénients de la longue queue cytoplasmique chez le VIH-2.  
Les deux thèmes choisis adressent l’interaction entre la protéine Gag et la queue 
cytoplasmique chez le VIH-2, et l’impact précis de la longueur et de la séquence de la 













































































3.1 Study of the HIV-2 Env Cytoplasmic Tail Variability and Its Impact on Tat, Rev and Nef  
3.1.1 Résumé  
Dans cet article, nous avons analysé 48 séquences nucléotidiques de la région 3’ du gène env 
du VIH-2. Parmi ces 48 séquences, 2 sont issues de souches en culture et 46 de virus de 
patients.   
Cette analyse nous a tout d’abord permis de déterminer que la taille de la queue 
cytoplasmique est bien plus courte in vitro qu’in vivo. Ce raccourcissement est dû à 
l’apparition d’un codon stop prématuré dans la séquence d’env après plusieurs passages en 
culture. La taille de la queue cytoplasmique après ce raccourcissement correspond à une taille 
plus habituelle pour la queue cytoplasmique d’un rétrovirus. Aucune des 46 séquences de 
virus de patients n’avait un codon stop prématuré dans la séquence d’env. Après une analyse 
plus détaillée de la variabilité des séquences, nous avons observé que le VIH-2 possédait des 
motifs similaires au VIH-1, comme les motifs d’internalisation et le lentiviral lytic peptide 1, et 
des motifs ressemblant plus au SIVmac, comme le domaine impliqué dans l’activation de 
NFκB. D’autres régions, connus comme possédant potentiellement des épitopes, sont très 
variables entre le VIH-1, les SIV et le VIH-2 et entre les VIH-2 eux-mêmes. Ces motifs sont la 
région de Kennedy et le lentiviral lytic peptide 2. Cette grande variabilité plaide en faveur de 
la présence d’épitopes dans ces régions.  Dans une dernière analyse, les conséquences de la 
variabilité de la séquence de la queue cytoplasmique sur les protéines Tat, Rev et Nef a été 
étudiée. Les résultats de cette étude montraient que la plupart du temps les protéines 
tendaient à varier de façon indépendante bien qu’elles partagent la même séquence 
nucléotidique. Cette variation indépendante entre deux protéines est permise par le fait que 
les protéines tendent à faire varier les nucléotides qui n’ont pas d’impact sur les autres 
protéines exprimées via la même séquence mais dans des cadres de lecture différents. Cette 
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conclusion possède une exception : Tat/Env. Ces deux protéines co-évoluent : leur variabilité 
est totalement associée.   
Plusieurs observations complémentaires ont été faites : le lien entre la séquence de la queue 
cytoplasmique et la charge virale, les différences entre le groupe A et B, les différences entre 
séquences issues de virus ou de provirus chez le même patient et finalement la grande 














3.1.2 Article  
Accessible sur 
http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0079129  
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Background: The HIV-2 env’s 3’ end encodes the cytoplasmic tail (CT) of the Env protein. This genomic region 
also encodes the rev, Tat and Nef protein in overlapping reading frames. We studied the variability in the CT 
coding region in 46 clinical specimens and in 2 reference strains by sequencing and by culturing. The aims were 
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Introduction 
The human immunodeficiency virus type 2 (HIV-2) env 
gene encodes the envelope polyglycoprotein (Env) that is 
cleaved inside the cell by an endogenous protease and 
leads to the production of two glycoproteins (gpSU and 
gpTM) [1,2]. 
gpSU is present at the surface of the envelope while 
gpTM is a transmembrane glycoprotein. The gpTM 
contains four major parts: the fusion peptide and the 
heptad repeats which are located outside the virus [3-5], 
the transmembrane region [6], and the C-terminal domain 
which is the only internal region of Env and is called the 
cytoplasmic tail (CT). 
Little data is known about the HIV-2 CT, but the HIV-1 
CT contains subregions namely, from its N-terminal to C-
terminal part, the endocytosis signal sequence, the 
Kennedy sequence, three lentiviral lytic peptides (LLP) and 
a final di-Leucine motif [7-18]. The latter is also involved in 
the process of Env endocytosis [10,11]. The Kennedy 
sequence contains epitopes that are recognised by 
antibodies when they are expressed in rabbits [12-14]. 
Finally, the three HIV-1 LLPs are regions that can alter the 
permeability of the cell membrane [15-18]. Except for the 
identification of the endocytosis signal, no systematic 
comparison of the patterns of the HIV-1 and HIV-2 CT has 
been published to date [19]. 
The HIV-2 env gene contains the nucleotide sequences 
that encode Tat, Rev and the N-terminal part of Nef in 
overlapping reading frames. The 3’end of the env gene that 
expresses HIV-2 CT is the region where the overlap is the 
most important as 4 proteins are expressed from that 
sequence. The study of the 3’ end of the env gene 
constitutes an interesting model for the characterisation of 
the poorly known HIV-2 CT and for a study of the evolution 




for ROD and 699th for EHO.  
For this purpose, we sequenced the CT coding region 
from in vitro adapted strains and from clinical samples at 
different stages of the disease. The env coding sequences 
obtained were then used to analyse the CT variability, and 
to study the impact of the CT variability on the other 
proteins expressed from the same nucleotides sequence. 
Results 
HIV-2 Env CT full-length is not mandatory in vitro 
We sequenced the reference strains ROD and EHO 
(representing respectively HIV-2 groups A and B) after 
several passages in vitro in H9 cells. We found several 
differences when we compared the sequences of our 
cultured virus with the published reference sequences: 
ROD (Genbank:M15390) and EHO (Genbank:U27200), 
(Table 1). The most important difference was the 
replacement of a tryptophan codon (TGG) by a stop codon 
at the 748th EHO env codon and 750th ROD env codon 
(always TAG). We also confirmed this adaption of the CT 
length with three independent experiments in which the 
infectious clone pKP59-ROD, initially cloned from a clinical 
sample [20], was transfected in 293 cells and passaged 
several times on MT2, MT4 and H9 cells. This 
phenomenon was thus constant in various lymphoid 
lineages and was not strainspecific. 
The entire HIV-2 CT length is required in vivo 
We sequenced the 46 CT coding region obtained from 
27 different patients at various clinical stages (Table 2).  
 
 
Thirty of those 46 sequences were obtained from plasma 
RNA and 16 from proviral DNA samples. Although we 
observed that the CT length varied from 148 to 165 amino 
acids (aa) due to insertions and deletions in the DNA/RNA 
sequences, we did not find any premature stop codon. In 
contrast to what was observed in vitro, a full-length CT was 
found in all clinical samples. 
Analysis of the sequences 
The region studied by sequencing started from the env 
codon 701 for HIV-2 ROD and from env codon 698 for EHO 
up to the env stop codon. This region is homologous to the 
CT coding region of HIV-1. Figure 1 shows the alignment 
of 27 aa sequences including one sequence per patient. 
That alignment was used to study the Shannon Entropy 
(SE) of each aa position as well as the frequency of 
positions with a mixtures of aa along the CT region (Table 
3). The SE can be seen as a measure of the variability of 
each position in the sequences [21]. The 165 positions of 
the alignment were divided into 7 regions, named A to G in 
Table 3. The CT started either with a serine, a glycine or 
an alanine. In all HIV-2 group A sequences a serine start 
was predominant and an alanine start was dominant in all 
HIV-2 group B sequences. All of our sequences ended with 
a leucine. 
The first 20 CT aa positions were highly conserved 
(consensus SRLRKGYRPVFSSPPGYIQQ; region A). In 
this region, the conserved motif GYRPV corresponded to 
the endocytosis signal (position 6 to 10). A second well-
conserved sequence extended from positions 13 to 20, 
with a consensus SSPPG/SYXQQ, where the X was a 
variable aa, G being present for all group A sequences and 
S for all group B sequences. The latter was homologous to 
Table 1. HIV-2 ROD and EHO reference strain aa sequence alteration after H9 cell line passages. 
 
HIV-2 ROD (group A)  HIV-2 EHO (group B)  
Env Aa position Aa in the reference Aa in the in vitro selected virus Env Aa position Aa in the reference Aa in the in vitro selected virus 
727 R R/Q 700 R R/Q 
728 G E 720 P P/L 
749 P L 723 K K/E 
750 W STOP 724 D D/E 
792 R R/K 725 R R/W 
793 D D/N 739 N N/D 
794 W W/STOP 740 N N/D 
796 R R/K 741 R R/G 
798 R R/K 747 P P/L 
800 A A/T 748 W STOP 
815 A T 756 P L 
821 R R/K 757 I I/F 
840 R K 761 R R/K 
841 G G/E 788 P P/L 
848 R R/K 793 P L 




a motif that was recently described and which interacts 
with NF-kB expression in SIVmac [22]. 
The most variable region of the full sequence extended 
from residues 21 to 47 with a consensus 
IHIHKDRGQPAREETEEDVGDDGGDRS in region B 
shown in 
 
Table 3. This region contains also the highest mixture of 
aa (Table 3). As this region contained aa homologous to 
the HIV-1 Kennedy sequence, we named it the Kennedy-
like region. 
The 22 aa that follow this variable region (position 48 to 
69, consensus WPWPIAYIHFLIRLLIRLLIGL; region B) 
were much more conserved, especially the two double 
leucine motifs coloured in italic (region C, Table 3). This 
region is also the most hydrophobic of the entire CT as 
shown by the KyteDoolittle scale score average (Table 3). 
The sequence of this CT region was interrupted after the 
first proline in the cultured virus, where a stop codon 
replaced the codon of the second tryptophan. 
The last 96 CT positions contained residues homologous 
to the three HIV-1 LLPs. The first part should contain a 
region homologous to the LLP-2 (position 70 to 91 
consensus YNICRDLLSRTFQTLQPILQPL; region D). 
This region was not conserved among our sequences and 
between the HIV-2 consensus and HIV-1 sequences, 
except for a punctual dileucine motif and a tyrosine (in 
italic). Moreover, this region contained mixture of aa and  
we noted that some viruses had a deletion at the last 
position of this region (Figure 1). 
The next region, homologous to the HIV-1 LLP-3 region, 
spanned from positions 92 to 125 (consensus ------
RDWLRLKXAYLQYGCEWIQEAFQAFA, with a dash 
corresponding to the absence of aa as consensus; region 
E). The putative LLP-3 started by a complex situation with 
some sequences containing insertions or deletions in 
comparison with the consensus. Despite this complex 
situation, the rest of the sequences were not variable. 
We divided the two final regions of our sequences in two 
arginine rich regions. The first region was a small LLP-
3/LLP-1 inter-region (position 126 to 136 consensus 
RATRETLANAWR; region F, Table 3), and the second was 
the LLP-1 homologous sequence (position 137 to 165 
consensuses GLWGALQRIGRGIL/AVPRRIRQGAELALL; 
with the final dileucine motif; region G). The beginning of 
the LLP-1 region was highly variable (position 137 to 150, 












Gender Age at 
sampling 
KC748535 6450 166 Y Y M 56 
KC748536 187000 227 N Y F 54 
KC748538 3155 310 N Y M 53 
KC748540 1420 330 N Y M 53 
KC748544 1495 500 N Y M 48 
KC748547 575 775 N N M 48 
KC748548 565 287 N N M 44 
KC748549 1065 434 N N M 44 
KC748550 35750 266 N Y M 46 
KC748551 2025 233 N N M 43 
KC748552 1150 451 N N F 43 
KC748553 555 219 N N M 41 
KC748555 47435 N.A. N N F 40 
KC748556 405 581 Y N F 39 
KC748557 1770 718 N N F 34 
KC748558 435 N.A. N N F 32 
KC748559 480 N.A. N N M 32 
KC748561 4165 N.A. N N F 28 
KC748562 735 N.A. N N M 21 
KC748563 14800 N.A. N Y M 10 
KC748564 515000 100 Y Y M 33 
KC748566 185 704 N N M 51 
KC748567 5250 162 N N F 50 
KC748577 <50 531 N Y F 47 
KC748578 <50 492 Y Y F 42 
KC748579 74 N.A. N N F 35 
KC748580 <50 356 Y Y M 50 
For each patient we show: accession number of the sequences identical to Figure 1, viral load, CD4 count, presence of AIDS (Yes=Y, No=N), antiretroviral  
(ARV) treatment before sampling, gender (Male=M, Female= F) and age at sampling. N.A.= Not available. 
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aa before the slash; G start, Table 3). This part contained 
also a lot of positions with mixtures of aa. In contrast, the 
end of the LLP-1 (aa after the slash) was the most constant  
part of the CT (G end, Table 3). Interestingly, this LLP-1 
region was very rich in arginine and ended in all our 
sequences with the final di-leucine motif. Furthermore, the 
LLP-1 conserved part is also conserved among all primate 







Figure 1.  Alignment of 27 virus/provirus CT HIV-2 aa sequences (1 sequence per patient), classified by similarity.  
The GenBank accession number is followed by the HIV-2 group (A or B). To construct the alignment, only the most recent 
sample was included. The conserved aa are highlighted in red (>85% of conservation). In green appears the most 




Table 3. Study of the variability and hydrophobicity of the different CT regions of HIV-2.
 
Average mixture of aa per 
Region (CT aa positions)Average SEposition 
Kyte-Doolittle scale 
score average 
Average variation per 
position per alignment** 
Average SE provius 
alignment/ virus alignment* 
CT (1 to 165) 0.618 0.570 -0.295 0.511 0.229/0.200 
A (0 to 20) 0.253 0.15 -0.616 0.250 0.121/0.068 
B (21 to 47) 0.898 1.11 -1.813 0.889 0.360/0.283 
B group A* 0.278 ND ND ND ND 
B group B* 0.193 ND ND ND ND 
C (48 to 68) 0.504 0.428 1.190 0.333 0.192/0.152 
D (69 to 91) 0.807 0.957 0.023 0.479 0.232/0.252 
E (92 to 125) 0.565 0.324 -0.195 0.441 0.189/0.208 
F (126 to 136) 0.691 0.364 -0.495 0.272 0.292/0.216 
G (137 to 165) 0.592 0.517 -0.032 0.724 0.228/0.191 
G start (137 to 150) 0.968 1.071 0.216 1.286 0.360/0.312 
G end (151 to 165) 0.242 0.067 -0.382 0.200 0.105/0.079 
A: the first conserved region containing the endocytosis signal. B: the region containing the Kennedy-like sequences. C: the hydrophobic region D: LLP-2 
domain. E: LLP-3 domain. F: LLP-3 / LLP-1 inter-region. G: LLP-1 region. ND: not determined. * Group A, B, provirus, virus alignement SE were normalized 
with the natural logarithm of the
number of sequences. ** Results of the intra-patient 
study.  
HIV-2 CT sequences variability over time in 
infected individuals 
The sequence evolution over time was studied in eight 
patients from whom we had more than one HIV-2 CT 
sequence available, which could be either exclusively viral 
or exclusively proviral. Nine alignments were performed 
with 25 sequences (1 alignment per patient except 1 
patient with two alignments). As the number of sequences 
per alignment was limited, the use of the SE for the 
analysis of the variability was not suitable. Therefore, we 
measured the number of times where a CT position varied 
in each of the intra-patient alignments (Table 3). We 
observed that 40% of the positions varied over time in 
contrast to 76% of variable positions in the inter-patient 
alignment. The variable and constant regions were similar 
between the intra-patient and the inter-patient study. 
However, the regions D and F were less variable in the 
intra-patient study compared to the inter-patient evaluation 
(Table 3). 
Provirus-virus sequences comparison 
We compared provirus and virus sequences from 4 
patients for whom the sequences for both the provirus and 
the virus were available. We observed similar differences 
compared to the previous intra-patient study virus, but in 
one case a small insertion was present in the provirus and 
absent from the plasma RNA. Notably, this insertion was 
located in the LLP-3 complex coding region: virus  
 
 
(Genbank: KC748547) and provirus (Genbank: 
KC748572). As the number of patients was not sufficient 
to conclude that CT variability from RNA virus samples and 
DNA provirus is similar, we made two alignments with only 
one provirus or one virus sample per patient, resulting in 
10 proviral DNA sequences (6 from group A) and 21 viral 
sequences (15 from group A), respectively. We measured 
the normalised SE from those alignments, by the natural 
log of the number of sequences (Table 3). The mean of the 
normalised SE was slightly more important in proviral DNA, 
possibly due to different ratios in group A and B 
sequences. However, the variable and constant regions 
were similar between provirus and virus sequence 
alignments. Therefore the choice of provirus or virus 
sequences did not affect the definition of variable and 
constant regions. 
Influence of Tat, Rev and Nef on HIV-2 CT 
variability 
The sequences of the env gene that we analysed are 
shared with the 2nd exon of tat and rev and with the first half 
of nef. We analysed the reciprocal impact of Tat, Rev and 
Nef variability on the HIV-2 CT regions. 
The 2nd exon of tat Open Reading Frame (ORF) starts at 
the 16th /17th codon of the CT, with the first nucleotides of 
each tat codons corresponding to the 2nd nucleotide of 
each env codons. The beginning of the 2nd tat exon is 
followed, 5 env codons later, by the beginning of the 2nd 
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exon of rev, with the first nucleotides of each rev codons 
corresponding to the 3rd nucleotide of each env codon. Nef 
starts to be expressed at the 110th /111th CT codon, and is 
translated in the same reading frame as tat. 
Figures 3a and 3b show the SE of the entire CT 
DNA/RNA coding region at the nucleotide level. In the first 
graph, we plotted all the SE for all 498 DNA/RNA positions 
(Figure 3a). To know which nucleotide(s) was the driver of 
the DNA/RNA variability, we plotted the 166 first 
nucleotides of the env codon (called env N1; rev N2; tat/nef 
N3), the 166 second nucleotides of the env codon (called 
env N2; rev N3; tat/nef N1) and 166 third nucleotides of the 
env codon (env N3; rev N1; tat/nef N2;) in a separate graph 
(Figure 3b). We then plotted the SE of each polypeptide 
sequence at their equivalent expressed positions in a 
single graph (Figure 4). Finally, we analysed region by 
region the impact of this high concentration of overlapping 
ORF. 
In the coding sequence of the conserved first 20 CT aa 
positions, the DNA/RNA region contained mainly the env 
ORF (SIVcpz and gor). 
doi: 10.1371/journal.pone.0079129.g002 
(region A, Table 4) and had low variability. The small 
nucleotide variability of this region was due to the variability 
of the env N3 that have a low impact on the Env protein aa 
variability (corresponding predominantly to synonymous 
substitutions). 
Within the Kennedy-like region, we observed a contrast 
between the variability of the nucleotides and that of the 
aa. The variability of the aa in the CT region was the 
highest, while the variability of the nucleotides was 
relatively lower and was close to the average SE of the 
entire DNA CT coding region (region B, Table 4). This was 
due to the fact that only the env N2 drove the variability in 
this region. Because the env N1 and N3 (respectively rev 
N2 and N1) were conserved, the Rev protein was relatively 
 
Figure 2.  Env CT sequence alignment of the major primate lentiviruses.  HIV-1: (Swiss-prot: P04578), SIVcpz: 
(Swiss-prot: P17281), SIVgor: (GenBank:FJ424865.1), HIV-2: CT consensus sequence from the article, SIVmac: 
(Swiss-prot: P08810) and SIVsm: (Swiss-prot: P12492). The conserved aa (in red) are aa of the endocytosis signal 
(region A) and the aa at the end of the LLP-1 region (region G). The aa implicated in SIVmac NF-kB activation (end of 
region A) are absent in HIV-1 and its lineage 
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constant (Figure 4). Finally, the only variability of the env 
N2 leads to the co-variation of the Env and Tat proteins 
(Figure 4). 
The tat ORF ended five codons after the Kennedy-like 
coding region in most of our sequences, except for one 
sequence in which 6 codons were added to the consensus 
tat ORF (Genbank: KC748549). It is noteworthy that one 
tat ORF sequence was already finished at half the 2nd exon 
due to a premature stop codon (Genbank: KC748550). In 
the sequences coding for the most hydrophobic CT region 
and the LLP-2 regions (regions C and D, respectively, 
Table 4), the env 
 
Figure 3.  SE plots of the CT coding nucleotides.  We created a SE plot for all the nucleotides (A) or for each nucleotide 
by codon (B). In graph A and B, the line represents moving averages (30 positions for total sequence in black; 10 positions 
for the separated nucleotides): blue for the first nucleotides of each codon in the Env reading frame (env N1), red for the 
second nucleotides (env N2) and green for the third nucleotides (env N3). The N1 variability has a major impact on Env 
and Rev and a small impact on Tat/Nef, the N2 variability has a major impact on Env and Tat/Nef and a small impact on 
Rev and finally the env N3 variability has a major impact on Tat/Nef and Rev and a small impact on Env. Above each plot 
are shown key regions of the different proteins. A: The first conserved region containing the endocytosis signal. B: The 
region containing the Kennedy-like sequences. C: The hydrophobic region. D: LLP-2 region. E: LLP-3 region. F: LLP-3 / 





Figure 4.  HIV-2 CT, Tat, Rev and Nef SE plot from our sequences.  Above each plot are shown key regions of the 
different proteins. The tat 2nd exon is expressed from the CT 16th -17th codon (16th CT position was chosen in the plot for 
the first Tat position; in brown) until the CT 51st - 52nd codon. Some tat 2nd exons continue to be expressed 6 codon later 
(shown in pale brown). The rev 2nd exon is expressed from the CT 20th -21st codon (20th CT position was chosen in the plot 
for the first Rev position) until the CT 104th - 105th codon (the last 14 Rev SE result are not shown due to the very complex 
situation created by insertion and deletion in this area; in green). The rev 2nd exon of the group B is expressed until the CT 
151st -152nd codon (in pale green) and some group A rev 2nd exon continue to be expressed after the last CT codon (in 
faint green). nef is expressed from the CT 110th -111th codon (110th CT position was chosen in the plot for the first Nef 
position) and continue to be expressed after the last CT codon. The different coloured lines represent the moving average 
of 10 positions. NLS-RNA binding: nuclear localisation signal of Rev binding to the genomic RNA, NES: Rev nuclear export 
signal, myristoylated region: refers to Nef. Above the plot, key regions of the different proteins are shown. A: The first 
conserved region containing the endocytosis signal. B: The region containing the Kennedy-like sequences. C: The 
hydrophobic region. D: LLP-2 region. E: LLP-3 region. F: LLP-3 / LLP-1 interegion. G: LLP-1 region + position 
166 for the stop codon. 
 
N1 were mainly conserved compared to the average SE 
for regions C and D. By contrast, the env N3 were the most 
variable in the coding region for the conserved CT 
hydrophobic region, and the env N2 were the most variable 
in the CT LLP-2 coding region. Thus, in the env/rev 
overlapping regions we observed that: the env N1 were 







N3 were conserved and the env N3 were variable when the 
env N2 were conserved. In conclusion the Rev and Env aa  
positions varied independently and mostly in an opposite 
way. By homology with the reference strain ROD, the 
regions where Rev was conserved contained the Rev 
nuclear localization signal (NLS), the RNA binding domain 
(RBD) and the nuclear export signal (NES) [23]. 
After those regions, the rev ORF ended a few positions 
after the beginning of the LLP-3 coding sequence in most 
of our group A sequences, but continued in all the group B 
sequences. The group B Rev continued to be expressed 





A sequences we did not find any rev stop codon in the env 
sequence. The SE value was high at the beginning of the 
LLP-3 region coding sequences, mainly because of 
deletions and insertions (named D/E, Table 4). When Nef 
started to be expressed, at the end of the LLP-3 coding 
region, the variability was mainly driven by the first and 
third nucleotides of the env codons (named Nef, Table 4). 
Thus, the nucleotides that created the high Nef variability 
(env N3) had no consequence on Env variability, and the 
nucleotides that created variability in Env (env N1) had no 
consequence on Nef variability. At the end of the LLP-1, 
where Env CT was the most constant, the DNA/RNA 
variability of the corresponding coding sequene seemed to 
be driven only by the env N3, allowing Nef variability and 
Env conservation (G end, Table 4). 
Differences between the HIV-2 groups A and B 
In the CT coding region, the SE (normalized by the 
natural log of the number of sequences) was similar 
between the HIV-2 groups A and B, except in the Kennedy-
like region and at the beginning of the LLP-3 that was 





region the mean SE was 50% higher in group A (Figure 
5; region B group A and B Table 3), while the 
corresponding nucleotide sequence of the group A was 
more variable (region B group A and B, Table 4). This also 
means that the polypeptide expressed by the 2nd exon of 
tat was more conserved in group B. We also observed 
differences in the group B env N3, which were significantly 
more variable than the group A env N3 in the coding region 
of the hydrophobic region (region C group A and B, Table 
4). 
However, this difference did not lead to differences in CT 
variability. Finally, in most of the group A sequences the 
2nd exon of rev was two times smaller than its counterparts 
in group B creating an overlap with nef. This additional 
overlap had no consequence in the nucleotide variability 
(Nef group A and B, Table 4). 
Table 4. Summary of the different SE analysed for each CT DNA/RNA coding regions. 
 
Average SE of the entire 




A (0 to 60) 0.222 0.162 0.166 0.340 
B (61 to 141) 0.416 0.261 0.624 0.359 
B group A* 0.131 0.088 0.202 0.102 
B group B* 0.086 0.050 0.135 0.073 
C (142 to 204) 0.356 0.227 0.301 0.539 
C group A* 0.084 0.055 0.071 0.128 
C group B* 0.098 0.058 0.033 0.202 
D (205 to 273) 0.476 0.320 0.637 0.470 
D/E (251 to 305) 0.658 0.638 0.601 0.734 
E (274 to 375) 0.492 0.482 0.380 0.613 
Nef (331 to 498) 0.412 0.424 0.244 0.570 
Nef group A* 0.114 0.116 0.058 0.169 
Nef group B* 0.104 0.114 0.062 0.134 
F (376 to 418) 0.407 0.519 0.190 0.365 
G (419 to 498) 0.454 0.433 0.286 0.686 
G start (419 to 450) 0.670 0.632 0.503 0.885 
G end (451 to 498) 0.288 0.241 0.081 0.539 
CT (1 to 498) 0.414 0.345 0.389 0.510 
A: coding region of the 20 first conserved positions. B: coding region of the Kennedy-like region. C: coding region of the hydrophobic region. D: coding region 
of the LLP-2. E: coding region of the LLP-3. F: coding region of the LLP-3/LLP-1 inter-region. G: coding region of the LLP-1. D/E: complex region of the end of 
the LLP-2 and the beginning of the LLP-3. Nef: region where the Nef protein is expressed. * Group A and B SE were normalized with the natural log of the 




We studied sequences of the HIV-2 Env C-terminal 
coding region from culture adapted strains and 
virus/provirus from clinical samples. We observed that stop 
codons were introduced prematurely in env in vitro but not 
in vivo. The position of the stop codon is interesting at two 
levels. First, it corresponds to a previously observed HIV-
1 protease-cleavage site. In HIV-1, this site is important for 
resistance to the antifungus molecule Amphotericin B 
methyl ester (AME), which has an antiviral activity [24-26]. 
Furthermore, in the presence of AME, SIVmac selected the 
same stop codon than our HIV-2 strains [24]. But in the 
present study the selection of a premature stop codon 
happened without the presence of AME. Secondly the last 
aa of truncated Env is a proline, homologous to the first aa 
which anchors the HIV-1 Kennedy sequence in a model 
where the CT is partially outside the virus [1,14]. In our 
sequences, the region after this proline is very hydrophobic 
and mostly conserved. This suggests a potential 




 external CT region similar to the HIV-1 Kennedy 
sequence. Some studies in HIV-1 showed the potential 
 
importance of the HIV-1 Env C-terminal part, 
corresponding to the HIV-2 Env C-terminal deleted part in 
region, G: LLP-1 region + position 166 for the stop codon. 
doi: 10.1371/journal.pone.0079129.g005 
cultured strains. This region was shown to play a role in the 
fusion process, the viral maturation, the packaging, and the 
anti-Env antibody recognition [27]. As the three first roles 
should act both in vitro and in vivo, the mandatory 
presence of the C-terminal region in vivo, suggests that 
immune recognition is the major selection pressure that 
favours a longer CT in vivo [40-42]. 
For practical reasons, it was not always possible to 
obtain a sequence either from viral RNA or proviral DNA in 
clinical samples. Global analysis could introduce a bias if 
both are very different. But our analysis detected the same 
variable and conserved regions in either RNA or DNA. The 






Figure 5.  Normalised SE plot of the CT by HIV-2 group.  19 sequences from group A and 8 from group B are included. By contrast 
to the Figure 2, the SE are normalized by the natural log of the number of sequences to remove the entropy factor due to the sequences 
number. The lines represent the moving average of 10 positions (blue: group A, red: group B). The colours and letters below the plot 
represent the different studied regions. 
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LLP-1 with the final di-leucine motif. The observed  
conservation of these regions is in line with their 
conservation among lentiviruses. 
 
 
The variable regions are the LLP-2, the Kennedy-like 
region and the beginning of the LLP-1. When compared to 
SIVmac, we found a supplementary conserved region 
known in SIVmac to be involved in NF-kB expression. 
However, that function is endorsed by another CT region 
in HIV-1, located in the LLP-2, which is not conserved 
between HIV types. It is not surprising to observe low HIV-
1/HIV-2 conservation in the homologous LLP-2 and 
Kennedy sequences, as those two regions are already 
highly variable among HIV-1 groups and among our HIV-2 
sequences [43]. Apart from being the least conserved 
regions, Kennedy-like region and LLP-2 region 
concentrated the mixtures of aa in population sequencing. 
This high variability can be explained because antibodies 
target those regions and they are therefore submitted to an 
evolutionary pressure [12–14,]. In contrast to the LLP-2, 
the Kennedy-like sequence is also variable in vitro when 
the sequences of cultured virus are compared with the 
reference sequences. This suggests that the Kennedy-like 
sequence is not exclusively variable in vivo while the LLP-
2 is. 
The HIV-2 DNA/RNA that encodes the variable 
Kennedy-like region encodes also the Rev conserved NLS 
and RBD. We showed that only the second nucleotides of 
env codons can vary to allow variability in Env with 
conservation in Rev (env N2= rev N3= tat N1). 
Consequently, the Kennedy-like region and the 
polypeptide expressed from the tat 2nd exon co-evolve 
while Rev is conserved. Interestingly, one patient had a tat 
premature stop codon in the DNA/RNA Kennedy-like 
coding region (polypeptide from the 2nd exon of tat 
shortened from 36 to 20 aa). This phenomenon does not 
seem to have an impact on virus replication since the 
patient had a high plasma viral load compared to the other 
patients (4th highest viral load (Genbank:KC748550); 
Table 2). Furthermore, a tat premature stop codon is also 
present in HIV-1 strain BRU without changing the viral 
replication capacity [45]. 
Several sequences of this series showed insertions or 
deletions at the beginning of the putative LLP-3 region. As 
seven different cases were observed in this set, the 
beginning of the LLP-3 seems to be a complex region. 
Furthermore, we observed that the same patient could 
harbour virus or provirus with different insertions/deletions. 
This implies that this insertion/deletion phenomenon is a 
dynamic process in patients. We did not find a clear link 
between the patient’s viral load and the presence of such 
insertion or deletion. However 3 of the 4 highest viral load 
values were linked to sequences with the longest insertion: 
(Genbank:KC748550), 
(Genbank:KC748555) and ((Genbank:KC748564); Table 
2). Compared to the consensus, all sequences from group 
B shared a same deletion in that area while this was not 
observed in sequences from group A. The beginning of the 
CT LLP-3 complex coding region corresponded to the C-
terminal region of Rev. Both proteins are therefore affected 
by the insertions and deletions found in our DNA/RNA 
sequences. We also observed that some of the rev ORF 
continued beyond the consensus stop. This was the case 
for our entire group B sequences and two group A 
sequences: (Genbank: KC748548) and 
(Genbank:KC748578). In the case of group B the size of 
the rev second exon was doubled. The high variability of 
that supplementary Rev C-terminal region does not plead 
in favour of an important role. 
Finally, the end of the HIV-2 LLP-1 homologous region 
was highly conserved between our sequences and 
between primate lentiviruses. It was shown that this 
domain is implicated in Env incorporation within the 
envelope, HIV-1 infectivity, replication and fusion, and in 
neuronal cell death [37-39]. The high conservation 
between LLP-1 regions in primate lentiviruses implies that 
a similar effect could be found in SIV and HIV-2. 
Conclusion 
HIV-2 Env, Tat and Rev C-terminal regions are 
submitted to major length variations, either due to 
premature stop codons (only in vitro for Env and only in 
vivo for Tat), or to insertion and deletion inside the 
DNA/RNA sequences (for Env and Rev), or because of 
substitutions in the consensus stop codon (for Tat and 
Rev). The HIV-2 Env C-terminal part or CT contained three 
conserved and three variable regions. The conserved 
regions were the endocytosis signal and the regions 
homologous to the CT motif implied in SIVmac NF-kB 
expression and to the HIV-1 LLP-1 end. Two out of the 3 
variable CT regions were homologous to HIV-1 Env 
regions harbouring epitope sequences: the Kennedy 
sequence and the lentiviral lytic peptide 2. Finally, this 
study highlighted that proteins expressed from the same 
nucleotide sequence in different reading frames mostly 
evolve independently as illustrated by Tat/Rev, Env/Rev 
and Env/Nef, but can also co-evolve as Tat and Env. 
Materials and Methods 
Ethical approval 
The project was approved by the CEBHF (Comission 
d’Ethique Biomédicale Hospitalo-Facultaire) of the 
Université Catholique de Louvain, Brussels, Belgium 
(2010/18OCT/322, B-40320109572). A written informed 
consent was obtained from patient. 
Strains and cell lines 
The reference viruses ROD [46] and EHO [47] (obtained 
through the NIBSC, UK) were passaged several times on 
H9 cell lines (obtained through the NIH AIDS reagent 
reference program) [48-50]. The plasmid pKP59-ROD 
(used in [51]) was transfected on 293F cell lines (NIH AIDS 
reagent) [52]. The obtained virus was cultured several 




Extraction of the clinical samples 
Blood samples were taken on EDTA from HIV-2 infected 
patients. Viral RNA was extracted from the plasma with the 
Nuclisens extraction kit (Biomérieux, Marcy l'Etoile, 
France). Proviral DNA was extracted from whole blood with 
the Nucleospin blood DNA extraction Kit (Macherey-Nagel; 
Düren, Germany). 
Population Sequencing 
We sequenced only the viral RNA for 17 of the patients, 
because the proviral DNA was not amplified for some or 
the samples were unavailable for the others. We 
sequenced both plasma RNA and provirus DNA in 4 of the 
patients. In 6 patients with low or undetectable viral load, 
only proviral DNA was sequenced. We developed a PCR 
amplification of the CT coding region with a nested PCR. 
Viral RNA or proviral DNA were amplified in a first reaction 
with the primers JR50 5’- 
CAGCAGGTTCTGCAATGGG  -3’  and  JR51 
 5’- 
CTCTCACTGTAATACATCCC -3’ at 300 nM, in a Master 
Mix with 2U of SuperScript-III enzyme (Life Technologies 
Ltd; Paisley, UK). The conditions used were 60 min at 45°C 
when the template was RNA, followed by 2 min at 94°C 
and 40 cycles of 30 sec at 94°C, 45 sec at 56°C, 2 min 30 
à 72°C. A nested PCR using primers JR52 
5’TGGCCGGGATAGTGCAGC -3’ and JR53 
5’AACATCCCTTCCAGTCCC -3 at 300 nM was then 
performed using 2uL of the first PCR product with KOD 
enzyme master mix (Merck Millipore; Darmstadt, 
Germany). A touch-down protocol was used as follows: 2 
min at 95°C and 10 cycles of 20 sec at 95°C, 10 sec 65°C 
to 56°C pendant (1°C less every cycle), 30 sec 70°C 
following by 30 cycles of 20 sec at 95°C, 10 sec 56°C, 30 
sec 70°C. 
The nested PCR products were purified with the 
QIAquick PCR purification kit (Qiagen; Venlo, Netherlands) 
and were sequenced with the primers JR49: 5’- 
GGTTTGACTTAACCTCCTGG-3’, JR52, JR53, JR54: 
5’GACAACAAGAACTGTTGCG-3’ and JR55: 
5’TGTCATTGGYCTYAGTGG-3’. We used the BigDye 
Terminator v3.1 (Applied Biosystems; Foster City, USA) for 
the sequencing reaction. The product was purified with the 
BigDye XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems; 
Foster City, USA) and run in a capillary electrophoresis on 
the ABI3130 sequencing platform (Applied Biosystems; 
Foster City, USA). 
Availability of supporting data 
The data set supporting the results of this article are 
available in the Genbank repository. The accession 
numbers are from (Genbank:KC748535) to 
(Genbank:KC748580). For the “Analysis of the 
sequences”, “Influence of Tat, Rev and Nef on HIV-2 CT 
variability” and “Differences between the HIV-2 groups A 
and B” sections accession numbers of the sequences used 
can be found in Figure 1. For the “HIV-2 CT sequence 
variability over time in infected individuals” section 
accession numbers of sequences used were (by 
alignment):  [(Genbank:KC748536) 
(Genbank:KC748537)], [(Genbank: 






[(Genbank:KC748567)  (Genbank:KC748568)], 
[(Genbank:KC748553) (Genbank:KC748554)], 
[(Genbank:KC748569) (Genbank:KC748570) 
(Genbank:KC748571)] and [(Genbank:KC748560) 
(Genbank:KC748561)] For the “Provirus-virus sequences 
comparison” section accession numbers of the provirus 




(Genbank:KC748574), (Genbank:KC748575), , 
(Genbank:KC748578), (Genbank:KC748579) and 
(Genbank:KC748580) and accession numbers of the virus 











(Genbank:KC748563) and (Genbank:KC748564) (The 
numbers in italics represent the accession numbers of the 
sequences used for the direct provirus virus comparison). 
Sequence analysis and alignment 
Sequences were assembled and aligned using the IDNS 
database HIV-2 module (Smartgene; Zug, Switzerland). 
The program used for the multiple alignments was Multalin 
[58]. Shannon entropy was calculated by the program 
Entropy one [59]. The nucleotide sequences were 
translated by Transeq [60]. Finally, the Kyte Doolittle 
measure was performed in the Expasy portal [61]. 
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3.2 Selective advantages of a long Env cytoplasmic tail: the HIV-2 as a model.  
3.2.1 Résumé  
Nous avons essayé de déterminer les raisons qui expliquent la sélection d’une taille réduite de 
la queue cytoplasmique in vitro et essayé de comprendre la non-sélection de cette taille 
réduite in vivo.  
Nous avons observé que la réduction de la taille de la protéine Env in vitro, à un niveau 
comparable aux autres rétrovirus, permettait d’augmenter la quantité d’Env à la surface des 
cellules et aussi d’augmenter la quantité de protéine Env dans le virion. Ces augmentations 
ont pour conséquence un accroissement important de l’entrée et une productivité plus 
importante durant les premiers jours d’infection chez le virus avec une queue cytoplasmique 
courte. Cependant, bien que ces résultats permettent d’expliquer la sélection d’une réduction 
de la taille de queue cytoplasmique in vitro, d’autres constatations confirment l’intérêt de la 
conservation de la longue queue cytoplasmique in vivo: une plus faible cytopathogénicité et 
une meilleure dissémination après la primo-infection chez le virus avec une longue queue 
cytoplasmique. Grâce à cela, le virus avec la longue queue cytoplasmique produit beaucoup 
plus de virus sur le moyen et long terme. Une présence réduite d’Env sur les cellules et les 
virus constitue un désavantage pour l’entrée. Cependant, cela signifie aussi une plus faible 
exposition vis-à-vis du système immunitaire en réduisant la quantité d’antigène.   
En plus de ces résultats, plusieurs observations complémentaires ont été faites dont l’impact 
de l’amphotéricine methyl ester sur le VIH-2 et le fait que la lignée cellulaire MT-2 empêche 
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Abstract   
Background  
HIV-2 spontaneously reduces the length of its Env C-terminal region (cytoplasmic tail, CT) by 
70% in vitro but this mutation is not selected in vivo, whatever the disease stage. Here we 
describe the mechanisms behind this phenomenon.  
Results  
Infectious clones of the reference strain HIV-2 ROD were modified by site-directed 
mutagenesis to obtain RODEnv1-749, corresponding to the in vitro Env CT length, and 
RODEnv1-858, which has the CT length found in clinical isolates.  Infection of MT-2 cells and T 
CD4+ cells from HIV negative donors showed that RODEnv1-749 had marked early production 
of viral particles because of enhanced entry into cells. However, RODEnv1-858 produced more 
virus in the long term because it was less cytopathic and disseminated better after the first 
round of infection. The addition of amphotericin methyl ester to the culture media blocked 
replication of ROD Env1-858 but had no effect on 1-749. Finally, FACS analysis and Western 
Blot demonstrated better Env incorporation in ROD Env1-749, linked to a greater detectable 
presence of Env at the cell surface.  
Conclusion  
Shortening of the HIV-2 Env CT in vitro increases Env protein expression at the cell surface and 
is linked to increased viral entry. This effect constitutes a short-term advantage, which is not 
selected in vivo. Indeed, HIV-2 with a full-length CT recovered from its early disadvantage by 
being less cytopathic and disseminating more efficiently over time. Furthermore, the 
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complete Env CT of HIV-2 has fewer epitopes at the cell surface, which may help it escape 






















The human immunodeficiency virus type 2 (HIV-2) env gene encodes the envelope 
polyglycoprotein (Env), which is cleaved inside the cell by an endogenous protease, leading to 
the production of two glycoproteins, gpSU and gpTM [1, 2]. The surface glycoprotein (gpSU) 
is present at the surface of the envelope, whereas gpTM is a transmembrane glycoprotein. 
The gpTM contains four major parts: the fusion peptide, heptad repeats, which are located 
outside the virus [3-5], the transmembrane region and the C-terminal domain, which is the 
only internal region of Env and is called the cytoplasmic tail (CT) [6].   
HIV-1 and -2 CT contain subregions, namely, from its N-terminal to C-terminal part, the 
endocytosis signal sequence, the Kennedy sequence, three lentiviral lytic peptides (LLP) and a 
final di-Leucine motif [7-20]. The latter subregion is also involved in the process of Env 
endocytosis in HIV-1 [11, 12]. The HIV-1 Kennedy sequence supposedly contains epitopes that 
are recognized by antibodies when they are expressed in rabbits [13-15]. Finally, the three 
HIV-1 LLPs can alter the permeability of the cell membrane [16-19].  
In a previous study, we observed that the length of the CT was reduced when the HIV-2 ROD 
or  
EHO strains were cultivated in CD4+ lymphocyte cell lines, because of a premature stop codon  
[7]. In contrast, we showed that no HIV-2 sequenced from infected patients had a truncated 
CT. These observations demonstrated that the full-length Env tended to be conserved in vivo 
but not in vitro for unknown reasons.   
The premature stop codon found in vitro corresponds to a previously observed HIV-1 and 
SIVmac point of truncation needed for resistance to the anti-fungus molecule, amphotericin B 
methyl ester (AME), which has antiviral activity [21]. However, in our previous study, selection 
of a premature stop codon occurred in the absence of AME. Furthermore the last amino acid 
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of the truncated Env was a proline, homologous to the first amino acid that anchors the HIV-
1  
Kennedy sequence in a model where the CT is partially outside the virus. In our previous 
sequence analysis, the region after this proline was very hydrophobic and mostly conserved, 
suggesting indeed a membrane-spanning region [7].   
In the present work, we investigated why HIV-2 has a shorter Env length in vitro and a longer 
length in vivo. For this purpose, we used the HIV-2 ROD strain as a model. The HIV-2 ROD that 
grows in vitro is RODEnv1-749 (749aa in Env) and its in vivo counterpart is RODEnv1-858 
(858aa in Env). These two viruses were compared for their cytopathic effects, entry, proviral 















Materials and methods  
Site-directed mutagenesis and plasmid modification  
The plasmid pKP59-ROD was used as the ROD backbone [7, 23]. This plasmid initially had a 
premature stop codon in the 19th CT codon (RODEnv1-719). Using site-directed mutagenesis, 
we created a single nucleotide modification on the complete backbone. One hundred 
nanograms of plasmid, KOD hot start (master mix 2X; Merck Millipore, Billerica USA), 200 nM 
of each complementary primer (all primers were obtained from Eurofins, Kraainem Belgium) 
and nuclease-free water were mixed to obtain 50 µL in a PCR tube. PCR conditions were 2 
minutes at 95C° and 4 cycles of 20 seconds at 95°C and 12 minutes at 68°C. The PCR product 
was purified with phenol/chloroform and isopropanol precipitation and the pellet was 
resuspended in nuclease-free water. The resuspended pellet of DNA from the PCR was used 
to transform E. coli bacteria (New England Biolabs, Ipswich UK). Obtained colonies were 
checked for the presence of the correct nucleotide modification (s).  Complementary primers 
used for removing the initial pKP59ROD Env stop codon (to obtain RODEnv1-858) NB1 5’ 
cccggttatatccaacagatccatatccacaaggacc (in italics the nucleotide changed T->C) 3’, NB2  
5’ggtccttgtggatatggatctgttggatataaccggg 3. Complementary primers used to obtain 
RODEnv1749 from RODEnv1-858: NB3 5’ cggtggagacagatactggccctagccgatagcatatatac (in 
italics the nucleotide changed G->A) and NB4 5’ gtatatatgctatcggctagggccagtatctgtctccaccg 3’.   
Transfection, virus purification and p24 antigen measurements  
Viruses were obtained by transfection of the plasmid pKP59-ROD (with corresponding env stop 
codon) on 293T cell lines (from the NIH AIDS reagent) [24]. For the protocol of transfection: 
400,000 293T cells were cultured with DMEM and 10% serum (Gibco, Life technologies, 
Carlsbad USA) in a 24-well plate for 6 hours (H) at 37°C. After 6H we added a prepared solution 
of transfection containing 2 µL of TurboFect Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific, 
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Waltham USA), 1 µg of plasmid (10 µL) and 88 uL of DMEM without serum. The supernatant 
obtained after 3-4 days post-transfection was cleared of the cells and of the high density 
cellular fragment by a first centrifugation at 600 g and a second at 2000 g. The supernatant 
was then centrifuged at 24,000 g for 1H and the pellets were resuspended in RPMI with serum 
for the infection and PBS for the western blot (Gibco, Life technologies, Carlsbad USA) and 
quantified with mini Vidas HIV p24 antigen II (Biomérieux, Marcy-L’étoile France).  p24 values 
less than 10 pg per mL were considered to be negative and all results or dilution of results 
were between 10 pg and 350 pg per mL. Weobserved that the p24 antigen measure range was 
linear (unpublished  
results).  
qPCR, proviral load test  
Collected cells were extracted using the Nucleospin blood DNA extraction Kit (Macherey-
Nagel,  
Düren Germany) and DNA was eluted in 50 µL. PCR was performed with Rotor gene 
6000  
(Qiagen, Venlo Netherlands). Five microliters of sample, 200 nM of each primer, 12.5 µL of 
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, Waltham USA) and 
water for a total volume of 25 µL were used for each PCR.  For the proviral load test, the 
conditions were: 10 minutes at 95°C, 45 cycles of 20 seconds at 95°C, 20 seconds at 53°C and 
20 seconds at 72°C.   
Sequences of the primers for the proviral load test were: JR72 5'-AATGACCAGGCGGCGACTAG-
3' and JR73 5'-GGCTCCACGCTTGCTTGCTT-3'. The primers and PCR conditions for the qPCR on 
the reference gene β-globin were as in reference [25].  
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Infections, MOI, cell culture and viral cytopathic effects measures  
Viruses obtained after transfection or several passages on H9 or MT2 [26, 27, 28] (obtained 
from the NIBSC, UK) and T CD4+ cells were incubated for 2 hours at 37°C. After this, the cells 
were separated from the viruses by centrifugation, washed twice with PBS (Gibco, Life 
technologies, Carlsbad USA) and resuspended with 1 mL of RPMI with serum. For the section 
“RODEnv1-858 is less cytopathic than RODEnv1-749”, the equivalent of 1 ng p24 antigen of 
RODEnv1-749 and -858 was used to infect 500,000 T CD4+ cells. These cells were purified from 
pooled blood from 10 healthy donors (T cell isolation kit; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
Germany) and activated with 50 IU of IL-2 and 5 ug of PHA-P (AbD serotec, Kidlington UK). 
Some of the cells (100 µL out of the 1mL) were used in the In vitro Toxicology Assay Kit (Sigma 
Aldrich, Saint Louis USA) at the end of each period. Absorbance was read with the Reader 250  
(Biomérieux Marcy-L’étoile France) after 2 hours of incubation with 4,5-dimethylthiazol-2-yl -
2,5 diphenyltetrazolium bromide. For the section “HIV-2 RODEnv1-749 enters more efficiently 
than RODEnv1-858” and “Dosage of the proviral DNA over time”, the equivalent of 100 pg p24 
antigen of virus was used to infect 50,000 MT-2 or 800,000 MT-2 cells. After less than 24 H, 4 
days, 8 days and 12 days, 100 µL samples were collected for condition A (50,000 cells) and 250 
µL for condition B (800,000 cells). The samples were pelleted for qPCR on β-globin and proviral 
titer. Supernatants were used for mini Vidas HIV p24 antigen II quantification. For the section 
“Validation of a condition using virus unadapted to the MT-2 cell line”, the equivalent of 20 pg 
p24 antigen of virus of the reference viruses ROD and EHO (obtained from the NIBSC, UK) [29,  
30] were used to infect 200,000 MT-2 or H9 cells. These viruses were passaged several times 
on  
H9 before the experiments (unadapted virus). The equivalent of 20 pg p24 antigen of viruses 
from the first infection on either H9 or MT-2 was used to further infect 200,000 MT-2 or H9 
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cells. Viruses obtained from the supernatant after 4 days post-infection in the second infection 
were used for viral titer quantification [31]. For the section “Condition C explains the late 
recovery of RODEnv1-858”, the equivalent of 500 pg p24 antigen of virus obtained from 
transfection (unadapted virus) was used to infect 800,000 MT-2 cells. For the section “AME 
has an impact on RODEnv1-848 but not on RODEnv1-749”, the equivalent of 25 pg p24 antigen 
of virus was used to infect 200,000 MT-2 cells. Cells were incubated in 1 mL of RPMI with 
serum with or without 10 µM of AME in 24-well plates. For each experiment with several 
periods, we centrifuged the contents of each well and removed the supernatant from the cells 
at the end of each period. The cells were washed twice with PBS and were resuspended in the 
corresponding medium (see above).  
For the MOI calculation, we estimated that 0.001 pg of p24 was the minimum amount of virus 
to start an infection. Therefore, this amount corresponds to one truly infectious virus.  
FACS and Western blot analyses   
The FACS analyses were performed on 293T cells 3 days  post-transfection with pKP59ROD. A 
total of 100,000 cells and 1 μg of plasmid were used for the transfection. In the transfection 
condition, we observed that all the adherent cells were detached after 3 days. Furthermore, 
our results were confirmed with plasmids obtained from different mini prep (Qiagen miniprep 
transfection grade Venlo Netherlands). 
Therefore, we estimated that we were in complete transfection. The cells were washed with 
PBS, incubated with FcR Blocking reagent (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach Germany) for 
15 minutes at 4°C, washed with PBS, incubated with 1 µg of anti-HIV2 gp105 antibody (FITC; 
antibodies on line, Aachen Germany) or 1 µg of anti-Mouse IgG1 Isotype Control (Thermo 
Fisher Scientific; Waltham USA) for 45 minutes at 4°C and finally washed twice with PBS. 
Figures 7a and 7b show independent experiments: figure 7a corresponding to the mean 
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fluorescence of a pool of three transfections for FACS. We used FACS Aria for the 
measurement (BD science; San Jose, USA). Program flowing software 2 was used for analyses 
[32]. For the Western blot: the equivalent of 0.5 ng p24 antigen (measured after resuspension 
in PBS) of pelleted virus (see Transfection, virus purification and p24 antigen measurements 
for more details) was resuspended in 15 µL of PBS and lysed with 15 µl of Laemmli’s sample 
buffer containing 0.7 M of 2mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) then 
conserved at -20°C until required.  
Samples were heated at 100°C for 5 minutes, loaded in a SDS-PAGE gel (8%) and run at 100V 
for 15 minutes, then at 180V for 45 minutes. Cell proteins were transferred onto nitrocellulose 
membrane (Thermo Fisher, Waltham, USA) at 0.18A for 2H at room temperature. The 
membrane was blocked with 5% BSA (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) in TBS with 0.1% Tween  
20 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) for 1H at room temperature, washed and incubated with 
10 µg of anti-gp105 antibody (antibodies on line, Aachen Germany) overnight at 4°C. 
Membranes were then incubated for 1H at room temperature with secondary HRP-linked anti-
mouse (Sigma-Aldrich, Danvers, USA). Immunoreactive bands were revealed by 
chemiluminescence (GE  
Healthcare, Saint-Louis USA) and detected by Chemidoc XRS apparatus (Bio-rad, Hercules, 
USA).  
Quantification was made by Quantity One software (Bio-rad, Hercules, USA).  
Statistical analysis 
The p values were calculated with unpaired t test [31]. P values of 0.05 or less indicate 





Results   
RODEnv1-858 is less cytopathic than RODEnv1-749   
We infected T CD4+ cells from HIV-negative donors with equal amounts of RODEnv1-749 and 
858 obtained from transfection of infectious clones. We then measured in parallel the viral 
production and the cytopathic effect of these two Env CT variants. After two hours of infection, 
the cells were washed and cultured. Viral production was monitored by p24 antigen dosage 
during 3 periods of time post-infection: 0-4, 4-7 and 7-11 days. Cell viability was established 
at the end of the same periods with an MTT-based assay.   
During the first period of viral production, RODEnv1-749 produced 2 times more virus than did 
RODEnv1-858 (p=0.002). In contrast, during the second and third periods, RODEnv1-858 
produced, respectively, 4 and 15 times significantly more virus than did RODEnv1-749 (p value 
= 0.003 and 0.0008 respectively). Overall, RODEnv1-858 produced 3.5 times more virus than 
did RODEnv1-749 (Figure 1a; p=0.0008). The cell viability assay showed that RODEnv1-749 was 
associated with a sharp decrease in viability, from 100% at day 0 to 45%, 17% and 2% at days 
4, 7 and 11, respectively (Figure 1b). In contrast, RODEnv1-858 killed fewer cells as viability 
was always approximately two times higher compared to RODEnv1-749 (p<0.0001). This 
higher overall viral production by RODEnv1-858 was, therefore, linked to higher cell viability 
during the whole experiment. Nevertheless, the viability of the cells infected by both strains 
trended towards 0% at the end of the experiment, indicating that the two viruses are 






Figure 1. Viral production and cytopathic effect of RODEnv1-749 vs. RODEnv1-858. Figure 1a: p24 antigen 
production after infection of purified T CD4+ cells during 3 periods of time and the sum of these 3 periods (total). 
Period 1 corresponds to the viral production between the start of the infection and the 4th day post infection; 
periods 2 and 3 correspond to the viral production between days 4 and 7 and days 7 and 11, respectively. Figure 
1b shows the corresponding cell viability over time (day 0, day 4, day 7 and day 11 post-infection) with 100% 
viability corresponding to the absorbance of uninfected cells and 0% to wells without cells. Error bars represent 






HIV-2 RODEnv1-749 enters cells more efficiently than RODEnv1-858   
Proviral DNA was the marker used to investigate the entry capacity of our two viruses of 
interest. As the Env proteins are not implicated in replication steps between virus entry and 
provirus formation, proviral DNA quantification reflects entry efficiency during the first cycle 
of replication. MT-2 cells were infected with an equivalent amount of RODEnv1-749 and 
RODEnv1858. These viruses were passaged 4 times on MT-2 before the experiment in order 
to remove traces of plasmid DNA used in transfection, which interferes with the proviral titer, 
and to adapt the virus to replication in that cell line.  Two experimental conditions of infection 
were studied: in condition A, 50,000 cells were infected (excess virus; estimated MOI of 2 for 
RODEnv1-749 or 60% of cells infected more than once, see material and methods for more 
details of MOI calculation) whereas 800,000 cells were used in condition B, with a constant 
viral inoculum  
(excess cells; estimated MOI of 0.125 for RODEnv1-749 or 90% of uninfected cells).   
The proviral titer of RODEnv1-749 before 24 hours of infection was approximately 10 times 
that of RODEnv1-858 in condition A (Figure 2). In condition B, the difference in proviral titer 
between RODEnv1-749 and RODEnv1-858 was 20 times in favor of RODEnv1-749 (Figure 2). 
These differences were not linked to variations in DNA extraction or in numbers of cells as 
there were no significant differences in qPCR on the reference gene, β-globin, between 
samples in condition A (p=0.34) and a small 1.1 fold significant difference in condition B 
(p=0,048). There appeared to be a small and significant effect of excess virus (p=0.026), but 





Figure 2. Results of an entry test with RODEnv1-749 and -858 on MT-2. Normalized results of early proviral load 
are shown on the left with a score of 1000 attributed to RODEnv1-749. Normalized results of qPCR on the 
reference gene (β-globin) are shown on the right with a score of 1000 for the culture without virus. 50,000 or 
800,000 represent the numbers of cells at the beginning of the infection (50,000 cells = condition A; 800,000 cells 








Dosage of proviral DNA over time   
We then followed the proviral titer and the viral production in MT-2 cells in parallel over time. 
In condition A, the MOI was the same as that used in the section “RODEnv1-858 is less 
cytopathic than RODEnv1-749”: virus was present in excess but cell growth was possible. 
Conversely, in condition B, virus was not present in excess but cell growth was limited: a 
plateau was observed when the number of MT-2 cells reached 1,500,000 per well. Proviral 
DNA (Figure 3a) and the reference gene titers (Figure 3b) were measured for each condition 
after 4, 8 and 12 days of infection, and viral production was quantified in parallel by p24 
antigen dosage during the three periods (Figure 3c).    
In condition A, the proviral titer of RODEnv1-858 was 9 times higher than that of RODEnv1-
749 at the end of the first period, increased 6 more times during the second period and then 
decreased 2 times during the last period; at the end of the final period, it remained 22 times 
higher than that of RODEnv1-749 (Figure 3a). Based on the quantification of the reference 
gene, cells infected by RODEnv1-858 were 15 times more numerous in condition A than cells 
infected by RODEnv1-749 at the end of the experiment (Figure 3b). We also observed that the 
viral production of RODEnv1-749 was slightly and significantly higher during the first period 
(1.6 times; p<0.0001); however, in the last two periods, viral production of RODEnv1-858 was 
20 and 10 times higher, respectively, than that of RODEnv1-749 (Figure 3c). These viral 
production results were similar to those obtained on CD4 T cells from donors (Figure 1b).   
These results indicate that the larger proviral titer and greater viral production of RODEnv1-
858 are linked to a greater cell growth of the infected cells.   
In condition B, the proviral titer of RODEnv1-858 was 5 times lower than that of RODEnv1-749 
at the end of the first period (p<0.0001). The proviral titer of RODEnv1-858 increased a further 
85 times more during the second period and 1.5 times during the last period (Figure 3a); at 
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the end of the experiment, the proviral titer of RODEnv1-858 was 45 times higher than that of 
RODEnv1-749. The difference in cell counts, as quantified by human β-globin amplification, 
was significant (p=0.0006) but only 3 times higher in RODEnv1-858 infections compared to 
RODEnv1-749 at the end of the experiment (Figure 3b). We observed in parallel that the viral 
production of RODEnv1-749 was 10 times higher than that of RODEnv1-858 during the first 
period and marginally and significantly higher in the third period (1.5 times; p=0.0015); 
however, the viral production of RODEnv1-858 was 2 times higher than that of RODEnv1-749 
in the second period and 1.6 times higher overall (Figure 3c; p = 0.002 and p = 0.02 
respectively). In contrast to the results with condition A, cell counts cannot explain proviral 
titer and production recovery of RODEnv1-858, indicating that the proviral titer increases 


















Figure 3. Evolution of the proviral titer over time after infection of MT-2 cells with RODEnv1-749 or -858. Figure 
3a shows the normalized proviral titer at different times with a score of 100 attributed to RODEnv1-749. Figure 
3b shows normalized qPCR on the reference gene (β-globin) at different times with a score of 1000 without virus 
(no virus, 50,000 and 800,000). Figure 3c shows the viral production quantified with p24 antigen at three time 
periods. All these results were obtained in parallel. In figures 3a and 3c, the results of “No virus” were outside 
the graphs.   
50,000 or 800,000 represent the numbers of cells at the beginning of the infection (50,000 cells = condition A; 











Validation of a condition using virus not adapted to the MT-2 cell line.    
We developed a new condition to study the ability of RODEnv1-858 to globally promote more 
infections than RODEnv1-749. Similar to condition B, this new condition (condition C) used an 
excess of cells (800,000 per well) but a second round of infections appears unlikely, i.e., the 
viral particles produced by the infected cell were not- or poorly infectious. We observed that 
HIV-2could not promote a new round of infection if not passaged on MT-2. This observation 
was made with virus from transfection and virus from H9 infection. This observation was not 
linked to CT length.  
To validate this observation, equivalent amounts of MT-2 cells or H9 cells were infected either 
by ROD or EHO bearing the in vitro truncated form of Env CT. Both viruses obtained after this 
first infection on MT-2 or H9 cell lines were used for a second round of infection on MT-2 and 
H9 cell lines. Four possibilities were tested: an initial infection on MT-2 cells followed by either 
a second round of infection on MT-2 (1.MT2 2.MT2) or on H9 (1.MT2 2.H9) cells, or an initial 
infection on H9 cells followed by second rounds on MT-2 (1.H9 2.MT2) or H9 (1.H9 2.H9) cells. 
The viral titer was measured by quantitative RT-PCR amplifying RNA extracted from the culture 
supernatant after 4 days.   
Our results showed that ROD virus from MT-2 cells produced at least 2500 times less virus 
during the second round of infection than a virus produced in H9 cells (Figure 4), confirming 
that a virus not adapted to replication in MT-2 cells is not able to promote a second cycle 
correctly.  




Figure 4. Condition C validation. Equivalent amounts of HIV-2 strains EHO and ROD were used to infect either H9 
(1H9) or MT-2 (1MT-2) cells. The viruses collected from this first infection were used to infect either MT-2 (1H9 
2MT2; 1MT2 2MT2) or H9 (1 MT2 2 H9; 1H9 2H9) cells. Error bars represent 1 standard deviation. All experiments 












Condition C explains late recovery of RODEnv1-858.  
We infected 800,000 MT-2 cells with an equivalent amount of either RODEnv1-749 or -858 
viruses issued from transfection and not adapted to MT-2. Viral production was quantified 
for two periods: up to the 4th day post infection and from the 4th to the 8th day post infection. 
We observed that RODEnv1-858 produced 20 times less virus during the first period without 
late recovery (Figure 5; normalized with RODEnv1-749 RODEnv1-858 p24 measures is not 
considered as significantly higher after 7 days than after 3 days p=0.25). Interestingly, the 
entry advantage of RODEnv1-749 in the present condition was quantitated to about 20 
times, corresponding exactly to the 20 times advantage observed in condition B. Thus, we 
concluded that the enhanced viral entry of RODEnv1-749 is enough to explain its replication 
advantage and that viral dissemination and cell growth are mandatory for the recovery of 
RODEnv1-858 from its early disadvantage.   
 
  
Figure 5. p24 antigen production of RODEnv1-749 and -858 in condition C. Error bars represent 1 standard 
deviation. All experiments were done in quadruplicate 
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 AME has an impact on RODEnv1-848 but not on RODEnv1-749                                                                                                                                                                            
AME is a molecule active against lentiviruses in vitro. When SIVmac or HIV-1 strains are 
cultured under drug pressure, Env mutants bearing CT truncation at the same position as 
RODEnv1-749 are resistant to AME    [21].   
We infected MT-2 cells with either RODEnv1-749 or -858 (adapted to the MT-2 cell line) in the 
presence or absence of 10 µM AME [21]. The drug was added to the culture media after 2 
hours of infection, and viral production was measured at day 4.   
RODEnv1-749 was resistant to AME, as the p24 antigen titer in the supernatant was identical 
in the presence or absence of the drug. In contrast, the viral production of RODEnv1-858 
decreased significantly by 82% in the presence of AME (Figure 6; p=0.0009).  
 
Figure 6. Impact of amphotericin methyl ester (AME) on HIV-2 replication. The p24 antigen production of 
RODEnv1-749 and -858 was measured 4 days post-infection. Error bars represent 1 standard deviation. All 





Env1-749 is overexpressed compared to Env1-858  
We then investigated the amount of Env protein present at the cell surface as well as in the 
envelope of viral particles.  An antibody against gpSU was used rather than an antibody against 
gpTM to avoid possible problems of recognition due to the differences in length between 
RODEnv1-749 and -858 (respectively 238 and 349 amino acids). We compared the Env 
expression of our viruses using a Western Blot assay and flow cytometry.  To prevent 
differences due to an entry advantage of RODEnv1-749, the flow cytometry analysis was 
performed on 293T cells transfected with infectious clones instead of infected cells.  The 
Western Blots using anti-gpSU showed that purified RODEnv1-749 viruses from culture 
supernatant incorporated approximately 3 times more Env than did RODEnv1-858 (Figure 7). 
As denaturing conditions were used, this difference was not due to structural recognition 
issues but to a difference in quantity.   
When using an anti-gpSU antibody coupled with FITC, 293T cells transfected with the 
RODEnv1858 infectious clone had a signal in flow cytometry similar to untransfected negative 
controls or 293T cells with isotype controls. In contrast, 293T cells transfected with the 
RODEnv1-749 clone were more intensely marked (Figure 7b; see material and methods for 











Figure 7. FACS and Western blot analysis with anti-gpSU antibody on RODEnv1-749 or by  
RODEnv1-858. Figure 7a shows the mean fluorescence of cells transfected by either RODEnv1749 or RODEnv1-
858 and marked with antibody against gpSU (FACS) and shows the intensity of the bands after Western blot (WB) 
of RODEnv1-749 and -858 virus collected in the supernatant of 293T cells transfected with infectious clones. 
Values appearing on the graph were calculated as follows:  Value of the virus – Value of the background (No 
virus/cells not transfected). Figure 7b details the cell population selected for the FACS analysis. Figure 7c shows 
a portion of the Western blot after denaturation of purified virus from transfection supernatant. The results of 











Discussion   
The length of the Env C-terminal part or cytoplasmic tail (CT) of lentiviruses is very long 
compared with that of other retroviruses [1]. In a previous study, we observed that HIV-2 
spontaneously reduced its CT when cultured in lymphoid cell lines because of the introduction 
of a premature stop codon, leading to a CT length comparable to other retroviruses. That 
truncation was not found in vivo as sequencing of viruses from both plasma and PBMCs 
showed no premature stop codon. Whatever the disease stage, viruses from clinical samples 
had an entire CT. In the present work, we demonstrated that RODEnv1-749 (HIV-2 ROD in vitro 
strain) was more cytopathic than RODEnv1-858 (HIV-2 ROD in vivo strain). We observed that 
the larger cytopathic effects of RODEnv1-749 were associated with greater syncytia formation 
at the beginning of the infection (data not shown). The ROD strain with the full-length Env has 
domains called lentiviral lytic peptides (LLP), which are absent in the in vitro strain. These 
domains are known to favor cell death in HIV-1; it is therefore surprising that a virus without 
LLPs was more cytopathic.   
RODEnv1-749 is also more efficient at the cell entry step of the replicative cycle. Indeed, its 
proviral titer was 20 times larger than that of RODEnv1-858 during the early periods 
postinfection. Because Env is involved in viral entry and not in subsequent steps, the 20-fold 
difference in viral titer is probably due to a 20-fold difference in cell free virus entry.   
The viruses are maintained in our laboratory by two rounds of infection per week, so the 
higher viral production in the first days of infection is sufficient to explain the selection of 
RODEnv1749 in vitro. Interestingly, if we washed the infected cells after 4 days of infection 
and continued the culture in a fresh medium, we observed that RODEnv1-858 had the highest 
viral production. An infection duration greater than 4 days favored selection of RODEnv1-858. 
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To understand these advantages in viral production, we set up 3 conditions of infection: one 
with an excess of virus; a second with an excess of cells, which limits cell division; and a third 
using non-adapted viruses with an excess of cells (conditions A, B and C). When limiting viral 
spread from an initial infection or cell growth, RODEnv1-858 was still the most replicative virus 
after 4 days of infection. However, when we limited both viral spread from an initial infection 
and cell growth, RODEnv1-858 was not able to recover. These observations suggest that 
RODEnv1-858 entered the cells less well initially but was able to disseminate better 
afterwards. The better later dissemination of RODEnv1-858 could be the result of better cell-
cell transmission as RODEnv1749 remains the virus with the best cell free virus entry. Our 
results therefore suggest that RODEnv1-858 performs better in cell-to-cell infections whereas 
RODEnv1-749 is more efficient in cell-free virus infections. Recovery of RODEnv1-858 from its 
early disadvantage is also explained by its lower cytopathic effect, allowing viral production 
and infection for a longer period of time. We cannot exclude that the better later viral 
dissemination of RODEnv1-858 threw cell to cell infection is associated with its lower 
cytopathic effect.  
It was previously suggested that HIV-2 could propagate by division of the infected cells, 
because the plasma viral load of infected patients is lower compared to that of HIV-1 patients 
although proviral load in PBMC is similar, at least in patients progressive infection with low 
CD4 counts  
[32]. In our experiments in culture, division of the infected cells was only effective with  
RODEnv1-858, the truncated CT being too cytopathic.  
When SIVmac is cultured in the presence of AME, it selects for a virus with a CT, such as 
RODEnv1-749 [21]. Although RODEnv1-749 can be selected in the absence of any molecule, 
we wanted to test the impact of AME on HIV-2 strains with a full-length CT. We observed that 
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the early viral production (first 4 days) of RODEnv1-749 increased compared to that of 
RODEnv1-858. Interestingly, the addition of AME caused similar results to condition C in which 
we limited viral spread from an initial infection and cell growth together. It is possible that 
AME interferes with the spreading of RODEnv1-858, which enables its late recovery from its 
early disadvantage.   
In a previous study analyzing CT polymorphisms, we hypothesized that a difference in 
interaction with the immune system could explain the selection of RODEnv1-858-like strains 
in vivo [7]. We therefore tested whether RODEnv1-749 showed more antigens during 
replication. The amount of Env protein expressed at the cell surface, as measured by FACS 
analysis, was larger when cells were transfected with RODEnv1-749, suggesting that more Env 
epitopes were expressed at their surface. Secondly, we observed by Western Blot that 
RODEnv1-749 viral particles contained more Env protein than did RODEnv1-858 viral particles. 
Taken together, these results suggest that Env incorporation is better in RODEnv1-749 
probably because of a higher Env presence on the cell surface. The higher Env presence on 
cells with Env1-749 can be explained by the absence of the di-leucine motif in RODEnv1-749 
known to be involved in Env internalization in HIV-1 [11]. However, this motif is known to have 
only a small impact on Env internalization, so we cannot exclude that other motifs are 
involved.   
An association between the quantity of Env and viral entry has been previously demonstrated, 
hence the greater Env presence in the virion should be, at least partially, the cause of the 
observed enhanced entry of RODEnv1-749. Nevertheless, we cannot exclude an advantage in 
receptor recognition or envelope/membrane fusion, but that would mean that a modification 
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of CT length changes the structures of the gpTM ectodomain and/or the gpSU, which impact 
on viral entry.  
To our knowledge, this is the first time that a study has shown a link between truncation of 
the C-terminal region of Env, greater Env cell surface expression, greater Env incorporation 
and greater entry/infectivity. Studies on SIV failed to link all these aspects. Manrique et al 
observed that truncation of the CT led to an increase in Env incorporation and virus infectivity 
but not to greater Env cell surface expression [33]. Yuste et al observed that truncation of the 
CT led to an increase in Env incorporation and Env cell surface expression but not to greater 
infectivity [34]. Furthermore, all these observations were performed on human cell lines and 
studies on simian cell lines showed that truncation of the CT decreased infectivity. In addition, 
previous studies on HIV-1 showed that truncation of the CT also decreased infectivity [35]. 
Therefore, HIV-2 seems to be the only primate lentivirus in which truncation of the CT leads 
to an increase in infectivity in its host cell lines.   
  
  









Conclusion   
In a previous article, we showed that HIV-2 selects a premature stop codon in env in vitro but 
not in vivo. That premature stop reduced the Env C-terminal region or cytoplasmic tail to a 
level comparable to that in other retroviruses, lentiviruses excepted. In this article, we show 
that HIV2 with a full length Env has a reduced entry capacity compared to HIV-2 with a shorter 
cytoplasmic tail. However, this early disadvantage is rapidly counterbalanced by the ability to 
disseminate more efficiently during infection, with a reduced viral cytopathic effect and a 
decreased expression of Env and, hence, reduced the presence of epitopes on cells and on 
viruses. These observations support a considerable advantage of having a long cytoplasmic  
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4.1 Impact de la queue cytoplasmique d’Env sur la cinétique de production virale du VIH-2 
Nordine Bakouche, Philippe de Sany, Patrick Goubau et Jean Ruelle  
(Présentation orale institut Pasteur 2013 ; Poster EACS 2011) 
4.1.1 Introduction 
Lors de résultats précédents, nous avons démontré que le VIH-2 réduisait la taille de sa 
protéine Env in vitro (1). In vivo, nous avons observé que cette réduction n’avait pas lieu et 
que tous nos patients possédaient un virus avec une protéine Env complète. Nous avons 
comparé un virus avec une taille de protéine Env équivalente à la taille in vitro (RODEnv1-749) 
et un virus avec une taille de protéine Env équivalente à la taille in vivo (RODEnv1-858). Lors 
de cette comparaison, nous avons remarqué que le RODEnv1-749 avait une production virale 
rapide et concentrée durant 4 jours, alors que RODEnv1-858 avait une production virale plus 
limitée durant les premiers jours. Cependant, RODEnv1-858 est capable de combler son retard 
de production lors des jours suivants et même d’être finalement celui qui produit le plus de 
virus globalement. Nous avons appelé ce phénomène de « rattrapage » la production virale 
tardive du VIH-2 sauvage.  Dans ce travail, nous émettons l’hypothèse que les acides aminés 
importants pour ce phénotype doivent se situer dans la protéine Env et plus précisément dans 
la région C-terminale dont la présence varie in vitro et in vivo. 
4.1.2 Méthodologies 
Tout d’abord, nous avons réalisé une série de mutants de taille de protéine Env chez ROD 
comprise entre celle de RODEnv1-749 (taille in vitro) et -858 (taille in vivo). Pour chacun de 
ces virus, nous avons réalisé un test rapide de production virale qui consiste à infecter des 
cellules MT-2 et de mesurer la production virale après 3 et 7 jours. En deuxième lieu, nous 
avons réalisé la même étude sur des virus avec des tailles d’Env plus courtes encore que la 
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taille trouvée in vitro. L’objectif de cette deuxième étude étant de comprendre pourquoi la 
taille de la protéine Env ne peut pas tronquée plus qu’elle ne l’est in vitro. 
4.1.3 Résultats 
Nous avons d’abord comparé RODEnv1-749 et -858 avec notre test rapide. Une quantité 
équivalente de ces deux virus a été utilisée pour infecter 200.000 cellules MT-2. La production 
virale après 3 et 7 jours a été mesurée par détection de l’antigène p24 dans le surnageant de 
culture (Figure 1). Après 3 jours, nous avons observé que RODEnv1-749 a produit 9 fois plus 
de virus que RODEnv1-858 alors qu’après 7 jours, la différence n’était plus que de 4 fois (la 
valeur après 7 jours est considérée comme significativement plus élevée qu’après 3 jours ; 
p=0,03). Ce résultat confirme que RODEnv1-858 est capable de diminuer son retard par 
rapport à son équivalent in vitro au cours du temps. Ensuite, nous avons comparé avec le 
même protocole : le virus RODEnv1-749, – 769, -830 (RODEnv1-858 sans LLP-1) et -858 (Figure 
1).  Après 3 jours, nous avons observé que RODEnv1-749 a produit 100 fois plus de virus que 
RODEnv1-769 et -830 et qu’après 7 jours, plus de 500 fois plus. Ce résultat démontre que 
l’ajout d’acides aminés à la protéine Env de RODEnv1-749 diminue fortement la production 
virale tout au long de l’infection. Il indique aussi que la perte de quelques acides aminés du 
domaine LLP-1 chez le VIH-2 ROD empêche la production virale tardive. Nous avons étudié 
l’importance du LLP-1 sur la production virale du VIH-2 en remplaçant tout d’abord les deux 
leucines finales par deux alanines donnant le virus : RODEnv1-858L-L857-858A-A. Nous avons 
comparé ce virus avec les virus  RODEnv1-749 et -858 par notre test de production virale 
rapide (Figure 1). Après 3 jours RODEnv1-858 a produit 2 fois plus de virus que RODEnvL-L857-
858A-A et après 7 jours, plus de  15 fois plus (respectivement 20 fois plus et 50 fois plus pour 
la comparaison RODEnv1-749 et RODEnv1-858858L-L857-858A-A; les valeurs après 7 jours des 
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mutants RODEnv1-769,-830 et -858858L-L857-858A-A  sont considérées comme 
significativement moins élevées qu’après 3 jours avec la normalisation par rapport à 
RODEnv1-7490 ; p valeur respectivement de 0,002, <0.0001 and 0.0001 ).   .   
 
Figure 1. Productions virales relatives de mutants de la queue cytoplasmique de la protéine Env du VIH-2 après 
3 et 7 jours post infection. La mesure relative est réalisée par rapport à la production virale de RODEnv1-749 à 
qui un score arbitraire de 1000 a été donné. L’expérience a été réalisée en quadruplicat.  
Les deux leucines finales sont impliquées dans l’internalisation de la protéine Env chez le VIH-
1 et nous avons observé l’importance de ce motif sur la présence d’Env à la surface via une 
analyse FACS et dans le virion via un Western blot chez le VIH-2 (2). Nos résultats (simplicat) 
suggèrent que la substitution des deux leucines par deux alanines augmente la présence d’Env 
à la surface des cellules testées, mais à un niveau bien inférieur à ce qui est observé chez 
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RODEnv1-749 (Figure 2). Cela se fait sans augmentation de l’incorporation d’Env dans le virion 
(Figure 3).  
 
Figure 2. Fluorescence moyenne de cellules transfectées par différents mutants de la queue cytoplasmique de la 
protéine Env du VIH-2. Cette expérience n’a été réalisée qu’en simplicat mais montre une première tendance 






Figure 3. Intensité moyenne mesurée par Western Blot de la bande représentant la protéine Env (gpSU) de 
différents mutants de la queue cytoplasmique du VIH-2. Cette expérience n’a été réalisée qu’en simplicat et n’a 
pas encore été répétée. Cela montre une première tendance pour l’expression de la protéine Env par le virus 
RODEnvL/L857/858/A/A sur le virion.  
Dans la deuxième partie, nous avons essayé de comprendre pourquoi le VIH-2 ne réduisait pas 
plus la taille d’Env in vitro. Tout d’abord, nous avons comparé via notre test rapide le virus 
RODEnv1-749 et son équivalent avec deux acides aminés en moins dans Env RODEnv1-747. 
Après 3 jours, nous avons observé que RODEnv1-749 a produit 3 fois et demi plus de virus que 
RODEnv1-747 et après 7 jours la différence de production était de 3 fois  (Figure 4). La 
production virale est parallèle  entre ces deux virus (p=0,12) mais est toujours 
significativement inférieure chez RODEnv1-747 (p<0.0001 après 3 jours et p<0.0001 après 7 
jours). Nous avons étudié des virus à protéine Env de plus en plus courte en créant les virus 
RODEnv1-700, 719 et 745, que nous avons comparé aux virus RODEnv1-747 et -749. RODEnv1-
701 et -719 étaient très peu productifs durant l’ensemble de l’expérience (Figure 4). RODEnv1-
745 avait cependant une production virale proche des virus  RODEnv1-747 et -749 après 3 
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jours mais sa production virale à 7 jours était significativement inférieur à celle de RODEnv1-
747 (p=0,006).   
 
Figure 4. Productions virales relatives de mutants de la queue cytoplasmique de la protéine Env du VIH-2 après 
3 et 7 jours post infection. La mesure relative est réalisée par rapport à la production virale de RODEnv1-748 à 
qui un score arbitraire de 1000 a été donné. L’expérience a été réalisée en triplicat et la méthodologie est 
identique à l’expérience de la Figure 1. A noter que le mutant RODEnv1-700 n’a pas été testé en même temps 
que les autres mutants dans cette expérience. Cependant, celui-ci a été testé plusieurs fois avec RODEnv1-749 
et sa production virale relative par rapport à ce dernier a été ajoutée à cette expérience. 
4.1.4 Discussion 
Nous avons démontré que RODEnv1-749 avait une production virale maximale lors d’une 
infection courte chez le VIH-2. Le retrait ou l’ajout de quelques acides aminés à la protéine 
Env de ce virus entraîne une perte de la production virale, tout comme la modification d’acides 
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aminés dans le motif di-leucine final de la protéine Env. Cette perte étant d’autant plus forte 
que l’ajout ou le retrait est important (excepté la taille d’Env correspondant au virus sauvage).  
Nous avons démontré que le VIH-2 sauvage était capable de rattraper et dépasser la 
production virale de RODEnv1-749 (3). Dans notre test rapide nous avons observé une 
production significativement plus tardive mais pas de dépassement. Cela s’explique par le fait 
que, durant notre test rapide, le milieu de culture n’ait pas été changé entre chaque période 
(période 1 de 0 à 3 jours après infection et période 2 de 3 à 7 jours après infection) et que 
nous avons utilisé un virus non adapté pour pousser sur MT-2. Nous pensons que ces 
conditions réduisent la capacité du virus à se disséminer correctement après la première 
infection et défavorise la multiplication cellulaire après que le milieu soit consommé 
(généralement après 3-4 jours). Malgré cela, ce virus a été capable de rattraper une partie de 
son retard.  
Nous avons observé que la taille in vivo de la protéine Env était la seule à permettre une 
production tardive significative. RODEnv1-747 permet un léger rattrapage non significatif avec 
une cinétique de production virale assez proche de RODEnv1-749. Puisque notre test empêche 
le rattrapage via dissémination du virus, il est possible que le léger rattrapage observé puisse 
être expliqué par le fait que RODEnv1-747 soit légèrement moins cytopathogène. Alors que 
son retard de départ pourrait, lui, être expliqué par une capacité d’entrée moins bonne. Il 
serait intéressant d’investiguer plus ce virus pour tester ces hypothèses avec un test de 
production viral combiné avec l’effet cytopathogène et le titre proviral.  
D’après des observations au microscope faites en parallèle à nos expériences, nous pensons 
que tous les virus mutants que nous avons construits ont un effet cytopathogène inférieur à 
RODEnv1-749. Cependant, d’après nos résultats, seuls RODEnv1-747 et -858 sont capables de 
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rattraper leur retard. Nous en déduisons qu’un effet cytopathogène plus faible n’est pas 
suffisant pour expliquer le phénotype de production virale tardive. Il est possible que les 
différentes tailles de la protéine Env, autres que 747 et 858 acides aminés (pour ROD), ne 
permettent pas d’aussi bien antagoniser certains facteurs cellulaires antiviraux que RODEnv1-
749 comme par exemple la téthérine (4 et 5). Nous avons aussi démontré que le rattrapage 
était impossible sans les deux leucines présentes à la fin de la protéine Env de RODEnv1-858. 
A nouveau, il se peut que ces deux acides aminés soient importants pour le virus RODEnv1-
858 comme le motif Yxxφ pour localiser la protéine Env pour antagoniser certains facteurs 















4.2 Interaction entre Gag et Env chez le VIH-2 
4.2.1 Introduction 
Lorsque la poly-protéine Gag est exprimée, elle se localise vers la membrane plasmique grâce 
à la région de la matrice qui contient les éléments permettant cette migration (voir chapitre 
1 ; 6 et 7). La poly-protéine Env est produite indépendamment et se retrouve transportée via 
des signaux de localisation inconnus vers la membrane plasmique (voir chapitre 1 pour plus 
de détails). Les VIH peuvent très bien bourgeonner sans la protéine Env, mais ne peuvent pas 
réaliser un cycle sans elle (8 et 9). Une co-localisation avec Gag est donc indispensable pour 
Env (Figure 5 ; voir chapitre 1 pour plus de détails). 
 
Figure 5. Western Blot d’extrait de virus de plusieurs mutants de la queue cytoplasmique de la protéine Env avec 
un marquage anti-gpSU. Sur ce Western Blot, on peut observer l’absence de protéine Env chez le mutant 
RODEnv1-700 alors qu’1ng d’équivalent p24 de ce virus issu du surnageant de cellules transfectées a été utilisé 
pour ce Western Blot. Cela prouve le fait que la protéine Env n’est pas nécessaire au bourgeonnement du VIH-2.  
Deux acides aminés ont été déterminés comme importants pour cette interaction chez le VIH-
1 et SIVmac : les leucines 13 et 33 (voir chapitre 1 ; 10 et 11). Chez ces virus, ces acides aminés 
interagissent avec la région C-terminale de la queue cytoplasmique. 
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4.2.2 Résultats  
La leucine 13 (Gag) du VIH-1 est homologue chez le VIH-2 (ROD) à l’alanine 13. Nous avons 
modifié cette alanine en acide glutamique (A13E) sur les plasmides des virus RODEnv1-749 et 
-858 et testé les virus créés avec un test rapide d’infection. Les deux virus étaient impactés 
par cette modification et de la même manière avec une perte d’environ 100x de production 
virale. Cela suppose que cette position ne semble pas interagir avec la queue cytoplasmique 
chez le VIH-2 (Figure 6B simplicat dont la tendance a été vérifié 2 fois). Ensuite, nous avons 
réalisé la même modification sur la leucine 33 (L33E) de Gag sur les plasmides des virus 
RODEnv1-749 et -858. Seul RODEnv1-858 avait une large réduction de la production virale 
lorsque la leucine 33 était modifiée (Figure 6B ; simplicat dont la tendance a été vérifiée 2 
fois). En même temps, nous avons regardé la présence de la protéine Env dans le virion chez 
les mutants RODEnv1-749 et -858 avec ou sans acide glutamique en position 33 de Gag. Le 
Western Blot confirme que RODEnv1-749 possède plus de protéine Env par virion que 
RODEnv1-858 (Figure 6A ; expérience indépendante aux résultats de la Figure 6B). Lorsqu’on 
ajoute la modification sur la leucine 33 de Gag à ces mutants de la queue cytoplasmique, 





Figure 6. Western Blot et production virale (après 3 jours post infection) de mutants Gag combinés avec des 
mutations de la queue cytoplasmique de la protéine Env.  Le Western Blot représente un gel d’extrait de virus 
(1ng équivalent p24) marqué avec des anticorps anti-gpSU. La production virale a été mesurée en simplicat 
(antigène p24 pg/mL) mais l’expérience a été confirmée deux fois. A et B sont deux expériences indépendantes.  
4.2.3 Discussion 
Nos résultats semblent montrer des différences et des ressemblances entre l’incorporation de 
la protéine Env du VIH-1 et -2. Chez ces virus, la leucine 33 semble impliquée dans l’interaction 
de la longue queue cytoplasmique d’Env avec Gag. De plus, la perte d’incorporation 
occasionne une perte de production virale en début d’infection. Lorsqu’on compare RODEnv1-
749 et RODEnv1-749GagL33E, le premier mutant possède 1 fois et demi plus de protéine Env 









l’incorporation. La différence d’une fois et demie correspond à la différence observée entre 
les deux virus en termes de productivité. Cela indique un lien entre la quantité d’Env et 
l’infectivité.  De façon intéressante, RODEnv1-749GagL33E possède une quantité d’Env 
légèrement inférieure que RODEnv1-858 après analyse par Western Blot. Malgré cela, 
RODEnv1-749GagL33E est bien plus productif que le virus RODEnv1-858. Cela suggère que 
ROD1-749GagL33E a une protéine Env (indépendamment de sa quantité) lui permettant 
d’avoir une meilleure productivité que RODEnv1-858. Nous pensons que cette meilleure 
productivité est due à une meilleure capacité d’entrée. Cela pourrait être confirmé par un test 
d’entrée comme réalisé dans le chapitre 3.2. Notre hypothèse est donc que sur la différence 
de 20 fois en termes d’entrée observée dans le deuxième article entre RODEnv1-749 et -858, 
une partie est due à une différence en termes de quantité de protéine Env (entre 1 fois et 
demi et 3 fois plus selon les trois Western Blot présentés dans cette thèse) et une autre partie 
par une différence de capacité d’entrée (meilleur ancrage et/ou fusion).  
En ce qui concerne les différences entre VIH-1 et -2, la position homologue de la leucine 13 de 
la protéine Gag chez ROD entraînait une perte d’infectivité chez ce virus, peu importe la taille 
de sa queue cytoplasmique. De plus, cet acide aminé n’est pas bien conservé chez le VIH-2 au 
contraire du VIH-1. Cela suggère des différences en termes d’incorporation de la protéine Env 
entre ces deux virus. Il est possible que cela soit dû à une différence de structure de la queue 
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5.1 Discussion générale 
Dans cette thèse, nous avons étudié la région C-terminale de la protéine Env d’un lentivirus : 
le VIH-2.  Cette région, appelée aussi la queue cytoplasmique ou CT. A notre connaissance le 
VIH-2 est le seul lentivirus de primate à posséder une queue cytoplasmique courte et stable 
in vitro après culture dans ses cellules hôtes, puisque jusqu’à présent la réduction de la 
longueur de la CT chez le VIH-1 et le SIV entraînait une plus faible réplication dans leur cellule 
hôte.  
Ce virus stable in vitro pour le VIH-2 possède une taille de CT équivalente à celle que l’on peut 
observer chez les autres rétrovirus (excepté les lentivirus) et à celles du groupe des FIV qui 
sont les seuls lentivirus à avoir une CT réduite in vivo.  
Deux observations ont été apportées dans cette thèse pour expliquer cette différence entre 
la situation in vivo et in vitro. La première observation indique que la souche sélectionnée in 
vitro est la souche VIH-2 dont la taille de la protéine Env donne le virus le plus cytopathique. 
En effet, d’autres tailles d’Env testées semblent ne pas montrer un effet cytopathique aussi 
important. Etrangement, seul le virus avec la taille de CT observée in vivo semble profiter de 
ce plus faible effet cytopathique. En effet, nous avons observé que ce virus était capable 
d’avoir une production virale plus longue et plus tardive entraînant une réplication 
globalement plus importante chez le VIH-2 avec la taille de CT in vivo comparé à la souche 
sélectionnée in vitro.   
Ce phénotype de production virale tardive est lié à la présence des deux derniers acides 
aminés de  la protéine Env qui représentent un motif di-leucine. Ces acides aminés impliqués 
chez le VIH-1 et peut-être chez le VIH-2 dans l’internalisation de la protéine d’Env, semblent 
donc aussi impliqués dans la cinétique de la production virale du VIH-2. La deuxième 
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observation est une plus grande présence de la protéine Env à la surface des  cellules infectées 
par RODEnv1-749 et à la surface de ce même virus. Cette observation explique aussi pourquoi 
ce virus se réplique mieux. En effet, à travers nos résultats nous avons démontré que le fait 
qu’il possède plus de protéines Env facilite l’entrée. De plus, il semblerait aussi que sa protéine 
Env même à quantité égale soit plus efficace pour permettre l’étape d’entrée. Bien que le fait 
d’avoir plus de protéine entraîne un avantage réplicatif, cela amènerait le virus à être plus 
exposé au système immunitaire puisqu’il augmente le nombre d’épitopes à sa surface et sur 
les cellules qu’il infecte.  
5.2 Perspectives 
Dans ce travail, nous avons comparé et étudié la région C-terminale  ou queue cytoplasmique 
de la protéine Env du VIH-2 avec celle d’autres rétrovirus. Les résultats que nous avons 
obtenus nous permettent tout d’abord de conclure que des différences majeures existent 
dans cette région parmi les rétrovirus et apportent donc un nouvel éclairage sur nos 
connaissances de cette partie de l’enveloppe des rétrovirus. La première différence vient de 
la taille : la plupart des rétrovirus ont une queue cytoplasmique courte, les lentivirus (excepté 
les FIV) en ont une longue mais parmi ceux-ci certain peuvent la perdre dans des conditions 
particulières comme le VIH-2. Cette observation semble indiquer que certains virus sont 
dépendants de cette région comme le VIH-1, d’autre pas du tout comme le FIV et d’autre 
partiellement comme le VIH-2. La deuxième différence est au niveau de la séquence : celles-
ci sont très variables entre les lentivirus mise à part quelques rares régions. De plus il se peut 
aussi que la structure des queues cytoplasmiques diffère entre lentivirus vu que par exemple 
la présence de séquences hydrophobes ne semble pas  conservée. Nous avons aussi observé 
des différences au niveau l’interaction entre la queue cytoplasmique de Gag entre le VIH-1 et 
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le VIH-2 qui pourrait confirmer des différences de structures entre les queues cytoplasmiques 
des deux VIH (exemple de l’alanine 13).  L’ensemble de ces différences entre le VIH-2 et les 
autres lentivirus notamment le VIH-1 doit nous rendre prudents lorsque nous généralisons les 
résultats obtenus chez un lentivirus aux autres lentivirus. Finalement, des ressemblances 
existent comme certains acides aminés identiques impliqués dans l’internalisation (comme le 
motif di-leucine), ou la sensibilité à la molécule antifongique AME. Cette substance qui a une 
activité antivirale dont le mécanisme d’action est inconnu mais lié étonnement à la queue 
cytoplasmique des lentivirus de primates nous révèle une cible inconnue. Ceci peut indiquer 
que d’autres cibles peuvent exister chez les VIH que celles qui apparaissent logiquement avec 
nos connaissances du moment.  
Afin de compléter ce travail, plusieurs expériences à court, moyen et long terme pourraient 
être réalisées pour continuer les résultats de cette thèse.  
Tout d’abord, il faudrait finaliser sous forme d’article les résultats du chapitre 4. Cet article 
sera une suite du deuxième article et devrait analyser en détail les phénotypes du VIH-2 en 
fonction de la taille ou la séquence de sa queue cytoplasmique. Les phénotypes étudiés 
peuvent être par exemple la production virale, l’entrée, l’effet cytopathique et l’incorporation 
d’Env.  
Un test de fusion entre cellules pourrait permettre de relier l’efficacité de ce type de 
transmission en fonction des différentes tailles de la queue cytoplasmique démontrant sans 
doute l’avantage de RODEnv1-858 dans ce type de transmission. 
A moyen terme, il serait intéressant de comprendre pourquoi RODEnv1-858, bien que n’étant 
pas le seul à avoir un effet cytopathique réduit, est le seul à profiter de cet avantage pour 
produire tardivement du virus. Comme discuté dans le chapitre 4, il se peut qu’il soit capable 
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d’antagoniser des facteurs cellulaires antiviraux contrairement aux autres mutants de 
protéine Env testés. La téthérine est le premier facteur qui vient à l’esprit. Une étude détaillée 
de la capacité d’antagonisme de la téthérine par le VIH-2 en fonction de la taille ou de la 
séquence de la CT sera réalisée pour tester l’hypothèse d’un meilleur antagonisme de la 
téthérine par RODEnv1-858 par rapport à d’autres virus avec différentes queues 
cytoplasmiques. 
Egalement à moyen terme, il faudrait répondre à la question de la stabilité de la taille de la 
protéine Env de RODEnv1-749. Aucune autre taille d’Env à part celle du virus sauvage in vivo 
ne semble aussi stable. Il se peut que la réponse se situe au niveau de la structure de la 
protéine. Une étude in silico ou via rayon X de la structure complète de cette région du VIH-2 
comparée à d’autre virus permettra peut-être de comprendre cette stabilité.  
Demandant plus de temps, une étude immunologique des épitopes de la protéine Env 
combinée à l’étude structurale permettrait de confirmer une meilleure exposition de la 
protéine Env de RODEnv1-749 au système immunitaire comparativement à RODEnv1-858.  
5.3 Conclusion  
Nous pensons avoir apporté un nouvel exemple montrant qu’une augmentation de la 
productivité virale à court terme bien qu’impressionnante n’est pas le plus important pour un 
virus ou pour un pathogène. Assurément, cet avantage à court terme peut aussi entraîner un 
certain nombre de désavantages. En effet dans l’exemple de la queue cytoplasmique du VIH-
2, une meilleure productivité durant une courte période de temps peut être liée à deux 
caractéristiques : une plus forte présentation d’épitopes et une incapacité de produire plus de 
virus sur le moyen et long terme à cause d’une plus forte pathogénicité. Ces deux 
caractéristiques représentent l’inverse de ce qui fait le succès des lentivirus. Il est donc 
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possible que le VIH-2 et les lentivirus aient évolué vers l’allongement de la région de la région 
C-terminale de la protéine pour pouvoir optimiser leur réplication sur le long terme et 
diminuer leur exposition au système immunitaire. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
